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RESUMO

O desenvolvimento de produtos considerados funcionais tem ganhado espaco nas
gondolas pelas demandas crescentes de apelo por uma alimentacao saudével. O langamento de
produtos lacteos enriquecidos com ingredientes funcionais € uma estratégia da industria,
devido a sinergia entre esses produtos e diversos ingredientes considerados funcionais. Os
queijos podem ser base para produtos funcionais, por meio da adicdo de bactérias probidticas
e/ou da adicdo de ingredientes funcionais prebidticos. Probidticos sdo microrganismos vivos
capazes de melhorar a microbiota intestinal produzindo beneficios ao organismo humano.
Prebidticos e Simbidticos podem ser quaisquer ingredientes que apresentem agdo metabdlica
especifica. No entanto, a escassez de metodologias laboratoriais para quantificacdo de
nutrientes funcionais e, consequentemente, comprovacéo da propriedade funcional alegada no
rotulo do produto, tem sido uma preocupacao tanto pelas industrias de alimentos quanto pelos
orgdos fiscalizadores. As técnicas de cromatografia sdo utilizadas com étima performance
para analises de diversos compostos quimicos em concentracdes que podem chegar até a
ordem de partes por trilhdo (ng.Kg™). O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da
adicdo do 6leo essencial de capim-limdo, que contém a substancia bioativa Citral, classificado
como prebidtico, nas caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e reologicas do queijo
Petit Suisse. Foram produzidas cinco formulagdes diferentes de queijo Petit Suisse, com
concentragdes de Oleo essencial variando de 27 até 215 mg.L™?, além da formulagio padrio
sem a presenca do Oleo essencial. Os pardmetros avaliados ap6s 1, 15, 30 e 45 dias de
armazenamento em camara fria a 10 °C, incluiram o pH, a umidade, o teor de cinzas, o teor de
proteina, o teor de gordura, a viscosidade e as contagens de bactérias laticas, de coliformes, de
S. aureus coagulase positiva e de leveduras e fungos filamentosos. Para a determinacdo e
quantificacéo da substancia bioativa Citral foi utilizada a técnica de cromatografia gasosa com
detector FID, ap6s preparo da amostra de acordo com metodologia analitica desenvolvida
durante o experimento. O delineamento estatistico utilizado foi o do tipo inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial duplo 6 x 4. O pH médio aos 45 dias em todas as
concentracOes foi ligeiramente menor que o pH médio das amostras analisadas. Tanto 0s
outros parametros fisico-quimicos avaliados quanto a viscosidade, nao apresentaram
diferengas significativas (P < 0,05). Como melhor indicador da influéncia ou ndo da adi¢do do
oleo essencial na flora microbiana do produto, analisou-se principalmente as contagens de
Bactérias Lacticas, cujos resultados ndo demonstraram inibicao ou estimulo influenciado pela
adicdo do oleo essencial. Foram realizadas ainda, as contagens de Coliformes, S. aureus e
Leveduras e Fungos filamentosos e os resultados destas analises microbiol6gicas também nédo
demonstraram diferencas significativas. O procedimento analitico desenvolvido durante o
experimento para confirmacéo das concentracdes de Citral nas amostras de queijo Petit Suisse
se mostrou preciso, repetivel e robusto, podendo ser, portanto, utilizado na rotina dos
laboratdrios de controle de qualidade para a analise instrumental do analito Citral. Os dados
analiticos obtidos foram submetidos as analises estatisticas e, com base nestes resultados,
pode-se concluir que ndo houve interferéncia significativa da adicdo de Oleo essencial nas
caracteristicas principais do queijo Petit Suisse.

Palavras-chave: Antioxidante. Antirradicais livres. Cromatografia. Funcional. Lacteo.



ABSTRACT

The development of products considered functional has gained space in the gondolas
by the increasing demands of a healthy diet. The launch of dairy products enriched with
functional ingredients is an industry strategy, due to the synergy between these products and
several ingredients considered functional. Cheeses may be base for functional products, by the
addition of probiotic bacteria and/or the addition of prebiotic functional ingredients.
Probiotics are living microorganisms capable of improving the intestinal microbiota
producing benefits to the human organism. Prebiotics and Symbiotics can be any ingredients
that have a specific metabolic action. However, the scarcity of laboratory methodologies for
quantification of functional nutrients and, consequently, evidence of alleged functional
property on the product label has been a concern both for the food industry and for the
enforcement agencies. Chromatography techniques are used with excellent performance for
analysis of various chemical compounds in concentrations that can reach the order of parts per
trillion (ng.Kg™). The objective of this work was to evaluate the influence of the addition of
lemon grass essential oil, which contains the bioactive substance, classified as prebiotic, in the
physico-chemical, microbiological and rheological characteristics of Petit Suisse cheese. Five
different formulations of Petit Suisse cheese were produced, with essential oil concentrations
varying from 27 to 215 mg.L, in addition to the standard formulation without the presence of
the essential oil. The parameters evaluated after 1, 15, 30 and 45 days of storage in a cold
room at 10 °C included pH, humidity, ash content, protein content, fat content, viscosity and
lactic bacteria, coliforms, coagulase positive S. aureus and yeasts and filamentous fungi. For
the determination and quantification of the Citral bioactive substance the gas chromatography
technique with FID detector was used after preparation of the sample according to analytical
methodology developed during the experiment. The statistical design was completely
randomized (DIC) in a 6 x 4 double factorial scheme. The mean pH at 45 days at all
concentrations was slightly lower than the mean pH of the analyzed samples. Both the other
physicochemical parameters evaluated and the viscosity did not present significant differences
(P < 0.05). As a better indicator of the influence or not of the addition of the essential oil to
the microbial flora of the product, the Lactic Bacteria counts were analyzed, the results of
which showed no inhibition or stimulation influenced by the addition of the essential oil. The
counts of Coliforms, S. aureus and yeasts and filamentous fungi were also performed and the
results of these microbiological analyzes also did not show significant differences. The
analytical procedure developed during the experiment to confirm Citral concentrations in the
Petit Suisse cheese samples was accurate, repeatable and robust and could therefore be used in
the routine of the quality control laboratories for the instrumental analysis of the Citral
analyte. The analytical data were submitted to statistical analyzes and, based on these results,
it can be concluded that there was no significant interference of the addition of essential oil in
the main characteristics of Petit Suisse cheese.

Key-words: Antioxidant. Chromatography. Dairy. Free radicals scavenger. Functional foods.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

A ruptura da ideia de que a salde e a medicina estavam ligadas estritamente a dogmas
religiosos iniciou-se na Grécia antiga com Hipocrates, considerado hoje o pai da medicina. A
expressao “Que seu alimento seja seu remédio e que seu remédio seja seu alimento”, de sua
autoria, sempre esteve a frente de muitas pesquisas na area da ciéncia dos alimentos, em
maior ou menor intensidade, recebendo influéncias dos diversos modismos, muito comum na
area nutricional. No entanto, o uso de alimentos benéficos a saide, também conhecidos como
funcionais, ganhou forca no final do século passado, quando o mundo voltou os olhares para 0
Japdo, enquanto os japoneses deram uma grande énfase a um grupo de alimentos que foi
“batizado” de FOSHU (Food for specified health use). A pesquisa e desenvolvimento de
ingredientes benéficos a salde, chamados também de substancias bioativas, fez com que a
indUstria de alimentos reformulasse sua estratégia de atuacéo, assim como ocorreu no século
passado com a industria farmacéutica (BRASIL, 2002).

As plantas medicinais, de um modo geral, sdo ministradas ao paciente sob as formas
de infusbes, chas ou concentrados. O capim-limdo (Cymbopogon citratus DC. Stapf), também
conhecido como capim-cidreira, erva-cidreira, cha-de-estrada, capim-santo, capim-de-cheiro,
dentre inUmeros outros nomes, € muito usado empiricamente na medicina popular devido
tanto a facilidade de obtencdo desta planta, como também aos inimeros beneficios como
medicamento fitoterapico. Dentre as inUmeras propriedades terapéuticas do capim-liméo,
destaca-se a atividade antioxidante e anticarcinogénica, em funcdo do composto fitoquimico
Citral, que é o principal componente do 6leo essencial desta planta (ARAUJO, 2015).
Agentes oxidantes podem ser utilizados no processamento de alimentos, tais como o peréxido
de hidrogénio utilizado na industria frigorifica e na de laticinios ou o peroxido de benzoila
utilizado no clareamento de farinhas de cereais e aparecerem como residuos contaminantes
nos mesmos. Podem ainda ser formados de forma enddgena nos alimentos. Esses compostos
formados de forma endbgena sdo conhecidos como radicais livres (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Oleos essenciais de plantas contém a grande maioria dos compostos considerados
benéficos a saude e sua utilizacdo como substancia bioativa tem sido estudada tanto na area de
alimentos, quanto na area da saude. O 6leo essencial do capim-limao possui, dentre outros, 0s

compostos fitoquimicos Geranial e Neral, conhecidos também como Citral A e Citral B,
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respectivamente, e que juntos formam o composto majoritario Citral, de maior importancia
como substéancia bioativa (ARAUJO, 2015). Uma das formas mais comuns para a obtencio
desses fitoquimicos € a técnica de separacdo via arraste a vapor extraindo o 6leo.

Dentre os alimentos utilizados como base para funcionais, os produtos lacteos,
principalmente iogurtes e queijos, tém sido preferidos devido a sinergia entre estes e as
diversas substancias bioativas. O queijo Petit Suisse é um queijo fresco, obtido por
coagulagdo do leite por meio de enzimas especificas ou &cidos especificos ou bactérias
especificas. E um produto lacteo destinado quase que exclusivamente ao publico infantil
devido, principalmente, aos teores de proteina e calcio. A oferta deste produto nas géndolas
tem crescido muito em funcdo da possibilidade de fabricacdo deste por empresas de qualquer
porte.

Apesar da sinergia favoravel que faz com que diversos grupos de produtos de
laticinios sejam utilizados como base para alimentos funcionais, 0 mesmo ndo se pode dizer
sobre o controle de qualidade a que esses produtos precisariam ser submetidos, para
confirmacgéo e quantificagdo da substancia bioativa no produto final ofertado ao consumidor.
O desenvolvimento de metodologias laboratoriais para deteccdo e quantificacdo de nutrientes
funcionais tem se tornado uma busca constante nos laboratérios dos orgaos de fiscalizacédo
devido ao fato de que muitos destes ingredientes funcionais e seus analitos ndo possuem uma
metodologia analitica regulamentada. As técnicas instrumentais de analise, dentre estas, as
técnicas cromatograficas apresentam 6tima performance para analises de diversos compostos
quimicos em concentrages que podem chegar a limites de detecgdo da ordem de ng.Kg™ (ppb
— partes por bilhdo). A cromatografia colunar € uma metodologia de separacdo de compostos
acoplada a um sistema de identificacdo p6s-separacdo, e pode ser classificada basicamente em
cromatografia liquida e cromatografia gasosa. Para a confirmacdo da concentracdo do
composto Citral, que é quem caracteriza 0 queijo Petit Suisse como alimento funcional, foi
utilizada a tecnica de cromatografia gasosa acoplada a um detector de chama. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a influéncia da adicdo do 6leo essencial extraido do capim-limao,

nas caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e reoldgicas do queijo Petit Suisse.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Alimentos funcionais

Ha mais de 30 anos ja se sabe da importancia de se utilizar a estratégia de
“diferenciagdo”, no que diz respeito a lancamentos de produtos, cujo foco € o de ndo abastecer
as gobndolas com produtos considerados commodities (PORTER, 1986). Excecdo a esse
posicionamento se faz quando a empresa opta por trabalhar somente com produtos de baixo
custo, direcionados as pessoas de “baixa renda”, atuando com a estratégia de “custo”. Na
industria de alimentos produtos diferenciados podem ser entendidos como o0s produtos
naturais, revigorantes e calmantes naturais, preventivos a saude gastrointestinal, produtos com
caracteristicas antioxidantes, fortificados, etc. (FIESP/ITAL, 2010).

O organismo humano recebe influéncias a todo o momento do ambiente, das
moléculas com predisposicdo cancerigenas de alguns alimentos, além de ser influenciado
diretamente pelo uso de horménios e drogas e pelo sedentarismo. Esses fatores modificam
desfavoravelmente o metabolismo de algumas células, promovendo nestas 0 processo de
surgimento do cancer (BATISTON et al., 2011). O aumento no nimero de incidéncias de
casos de cancer, situacdo em que a célula se encontra andmala em relacdo as demais
saudaveis, resulta de condicGes enddgenas e ambientais. No entanto, destaca-se que o fator
primordial desse aumento estd diretamente relacionado a uma alimentacdo inadequada
(TARTARI; BUSNELLO; NUNES, 2009).

A correlacdo entre dieta e saudabilidade que mais causou alvoroco no meio académico
foi o estudo realizado em 1819 pelo médico irlandés Samuel Black. Neste trabalho foi
demonstrado que, apesar do consumo excessivo de gorduras saturadas, oriundas dos queijos,
dos patés e das manteigas, os franceses sofriam pouco de aterosclerose. Esse trabalho, apesar
de ter sido realizado hé dois séculos, ainda hoje ¢ conhecido mundialmente como o “Paradoxo
Francés”. Em 1991, um estudo realizado pela Universidade de Bordeaux com 34 mil
individuos demonstrou que uma das possiveis causas que colocavam os franceses como a
populacdo com menor incidéncia de problemas cardiovasculares do mundo, poderia ser o
consumo moderado de vinho juntamente com as refei¢cdes (SALGADO, 2017).

A dieta perfeita tem sido abordada mais intensamente juntamente com a questdo dos
alimentos que proporcionam beneficios a satde, bem como o sentimento de bem-estar. Esta
caracteristica do alimento melhorar significativamente a dieta incluindo beneficios, aléem de
simplesmente nutrir, tem sido abordada frequentemente em langcamentos de produtos

alimenticios no mundo inteiro apds surgir como “onda” no Japao, em meados da década de 80
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do século passado, com o lancamento de produtos denominados FOSHU (Food for Specified
Health Use). A industria de alimentos, desde o final do século passado, tem procurado lancar
no mercado produtos de maior valor agregado. O consumidor, por sua vez, ja ndo se satisfaz
em adquirir produtos alimenticios que ndo oferecam, além da funcéo principal de saciar sua
necessidade fisioldgica da fome ou da sede, algum outro sentimento relacionado ao aspecto
sensorial e ou a nutricdo extra. O aspecto saudabilidade e bem-estar deve ser priorizados
como 0s itens mais importantes nos planejamentos estratégicos das industrias alimenticias do
pais (FIESP/ITAL, 2010).

No Brasil, esses alimentos séo conhecidos como funcionais e se referem aos alimentos
com ingredientes que auxiliam em funcBes metabolicas especificas do corpo, além de
nutritivos por si s6 (OLIVEIRA; ROMAN, 2013). Esses ingredientes, que permitem que 0
alimento seja considerado funcional, também sdo conhecidos como substancias bioativas. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa, define substancia bioativa como sendo 0s
nutrientes e 0s ndo nutrientes que possuam acdo metabolica ou fisioldgica especifica.
Atualmente, incluem-se nesta categoria de substancias bioativas os Carotenoides, 0s
Fitoesterdis, os Flavonoides, os Fosfolipidios, os Organosulfurados e os Polifendis (BRASIL,
2002).

Os ingredientes bioativos ja reconhecidos pela Anvisa sio os Acidos Graxos (Omega
3, 6 e 9); os Carotenoides (Licopeno, Luteina e Zeaxantina); as Fibras alimentares (Inulina,
Beta-glucana, Fruto-oligossacarideo, Polidextrose, Quitosana); os Fitoesterdis; os Polidis
(Manitol, Xilitol e/ou Sorbitol) e os Probiodticos (Microrganismos diversos dos géneros
Lactobacillus sp, Bifidobacterium sp, Lactococcus sp, etc.). No entanto, ainda ndo séo
reconhecidas pela Anvisa substancias bioativas como o Citral, além de muitas outras
substancias (BRASIL, 2002).

2.2 Capim-liméo

O capim-limao (Cymbopogon citratus DC. Stapf), conhecido no Brasil por dezenas de
nomes, dentre estes capim-santo e capim-de-cheiro € muito utilizado empiricamente como
medicamento fitoterapico na medicina popular devido as suas propriedades terapéuticas como
febrifugo, ansiolitico, antitérmico, antiespasmaodico, antipirético, anti-histérico, analgésico,
hepatoprotetor, calmante, antirreumatico, antidepressivo, diurético, estimulante da circulacéo,
anticonvulsionante, expectorante, estimulante digestivo, dentre inimeras outras propriedades
funcionais (ALMASSY JR. et al., 2005). Os europeus 0 chamam de capim-da-febre, devido a

sua agdo como antitérmico, sendo usado ainda como relaxante muscular, prisdo de ventre e


http://www.tudosobreplantas.com.br/#calmante
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regulador da pressao arterial (STEFFEN, 2010).

As plantas medicinais, de um modo geral, s&o utilizadas sob as formas de infusoes,
chas ou concentrados. Pertencente a familia Poaceae, 0 capim-limdo ainda é muito
confundido com a Melissa (Melissa officinalis) e com a erva-cidreira de arbusto (Lippia alba),
que apesar de pertencerem as familias diferentes do ponto de vista taxonémico, possuem
compostos fitoquimicos semelhantes que podem ser extraidos por meio de operagfes de
concentragdo (ALMASSY JR. et al., 2005). Estudos realizados em ratos demonstraram a
eficacia do capim-limado na melhoria da qualidade e duracdo do sono e com propriedades
anticonvulsivantes (BLANCO et al., 2009).

O uso de plantas como agentes fitoterapicos se deve a presenca de compostos
fitoquimicos que sdo, em sua maioria, lipossolUveis e podem ser extraidos da planta sob a
forma oleosa. Estes 6leos sdo armazenados fisiologicamente na planta em estruturas intra ou
intercelulares, denominados canais e bolsas que podem estar localizados em flores (laranja),
folhas (capim-limdo), sementes (noz-moscada), caules (canelas, pau-rosa), raizes (vetiver),
rizomas (curcuma) ou frutos (erva-doce) (BANDEIRA, 2000).

2.3 Oleos essenciais

A tendéncia dos consumidores em exigir no seu dia-a-dia produtos voltados para o
aspecto “naturalidade” tem favorecido a utilizacdo de Oleos essenciais como ingredientes
funcionais em diversos alimentos (MARTINAZZO et al., 2007). Muitos vegetais apresentam
em sua composic¢ao alguns compostos que normalmente ndo séo utilizados no metabolismo
vital, tais como fotossintese e respiracdo, da planta. Alguns desses compostos, basicamente
divididos em terpenos, compostos fendlicos e produtos nitrogenados (ARAUJO, 2015) so
considerados pela legislagdo vigente como substancias bioativas (BRASIL, 2002).

O oleo extraido do capim-limdo € um dos mais conhecidos e comercializados
mundialmente devido ao fato de ser utilizado como matéria-prima nas industrias
farmacéuticas (MARTINS et al., 2004) e ainda na inddstria de alimentos, na agricultura e na
industria de produtos de higienizacdo (BAKKALI et al., 2008).

No Brasil o 6leo de capim-limdo (Lemonngrass) € produzido principalmente na
Regido Nordeste do Brasil e tem como maiores usuarios as industrias quimicas e
farmacéuticas que o utilizam como base para producdo dos derivados do Citral, principal
composto fitoquimico do capim-limdo. Dentre esses derivados as Alfa-metil-lononas e as
Isometil-lononas séo utilizadas pelas industrias de alimentos para producdo de bebidas nédo

alcoolicas, gelatinas, pudins, sorvetes, etc. Por outro lado, a Pseudo-ionona é utilizada na



16

industria de aromatizantes, além de outros compostos utilizados para sintese de Vitamina A
(CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993).

A extracdo dessas substancias bioativas, também conhecidas como fitoquimicos, pode
ocorrer por meio de diversas técnicas. As mais comuns sdo o0 uso de solventes organicos, a
prensagem a frio (ou esmagamento), a “Enfleurage”, a extragdo com CO2 supercritico e a
destilacdo com arraste a vapor.

O esmagamento, que é muito utilizado para extracdo de 6leos de frutas citricas, se
baseia na prensagem dos frutos e separacdo da camada que contém o Oleo com posterior
decantacgdo ou centrifugacdo da emulsdo (PEREIRA, 2010). A Enfleurage, que € outra técnica
de obtencdo de 6leos essenciais, se baseia na utilizacdo de gordura inodora em contato com o
vegetal para que essa absorva as fragrancias especificas da espécie vegetal em questdo
(BANDEIRA, 2000). A utilizacdo de solventes organicos para extracdo de 6leos essenciais
contendo a substancia bioativa, geralmente é utilizado quando se trabalha com plantas
aromaticas destinadas a industria de aromas e cosmética. A desvantagem desse método
consiste no fato de que ndo sé os 6leos desejaveis sdo extraidos. Assim necessita-se de outra
operacdo para purificacdo do composto que se deseja obter (PEREIRA, 2010). A extracao
com o CO> supercritico é a técnica que utiliza o poder solvente do dioxido de carbono em
condicGes criticas de pressdo (73,8 bars) e temperatura (31,1 °C) adequadamente reguladas no
processo (ARAUJO, 2015).

O equipamento de destilacdo com arraste a vapor, demonstrado na Figura 1, é o
método mais empregado e produz a emulsdo de Oleo essencial e hidrolato. A purificacdo do
6leo, que é o produto mais nobre do processo, pode ser realizada por meio de processos de
operacOes unitarias como centrifugacdo, decantacdo ou extracdo com solvente (OLIVEIRA,;
JOSE, 2007).

No arraste com vapor o 0Oleo essencial extraido por destilacdo, contém alguns dos
componentes aromaticos e bioativos da espécie vegetal inserida na dorna do destilador. O
vapor quando condensa em forma de agua, retém pequenas quantidades de 0leo em agua
(ALVIS; MARTINEZ; ARRAZOLA, 2012).

Os compostos fitoquimicos responsaveis pelas propriedades caracteristicas tanto do
capim-limdo, quanto da melissa (Melissa officinalis) e da erva cidreira-verdadeira (Lippia
alba) séo, principalmente, o geranial e o neral. A combinacdo destes dois compostos formam
o0 composto denominado Citral. A concentragéo de Citral no capim-liméo, assim como nas
diversas outras fontes, pode variar de acordo com a idade da planta, a época do ano, 0 modo

de cultivo, a regido de plantio, dentre outras condic¢des edafoclimaticas (BRITO et al., 2011).
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Figura 01 — Aparelho de extracdo via arraste de vapor instalado no laboratério de
Biotecnologia do IFSULDEMINAS — Campus Muzambinho.

A — Saida de agua po6s-condensador; B — Saida de agua da dorna (utilizada somente apds a extracdo no processo
de esvaziamento da dorna); C — Dorna, onde é colocada a matéria verde para extracdo; D — Entrada de &gua para
a dorna; E — Entrada de agua para resfriamento no condensador; G — Condensador; H — Coletor do 6leo
essencial.

Oliveira et al. (2011) ao quantificar via cromatografia o 6leo essencial de capim-limao
encontrou teores de Citral de 73,83%. Pereira (2010), em um trabalho para avaliar a eficacia
do 6leo essencial de capim-lim&o como antimicrobiano encontrou uma concentracdo de Citral
de 72,349/100g de dleo. Para a comprovacdo da capacidade antioxidante das diversas
substancias bioativas ja existem varias metodologias laboratoriais e dentre estas podem ser
citadas como mais utilizadas as metodologias Folin Ciocateau, a DPPH — determinacdo
espectrofotométrica da captura radicalar, a TRAP — determinacdo espectrofluorimétrica da
captura radicalar e a ORAC — Oxigen Radical Absorption Capacity. Em muitas dessas
técnicas um dos padrBes mais usados € o 4acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico, conhecido com 0 nome comum de Trolox (BOROSKY et al., 2015). Sacchetti et
al. (2005), avaliando a atividade antioxidante, ou seja, que combate os radicais livre,
trabalhando com um éleo essencial contendo 73,589 Citral/100g de 6leo, demonstrou que o
6leo essencial de capim-limédo possui uma atividade de 23,3+0,30 mTE/L (mmol de Trolox
equivalente por litro).

Rodrigues et al. (2011), pesquisaram a eficiéncia do hidrolato de capim-limdo como
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agente fungitdéxico em culturas do fungo Phytophthora sp, que é o agente etioldgico da
requeima do tomateiro, adicionando-o diretamente as placas de petri ja inoculadas e
encontraram uma eficiéncia do hidrolato a 15% como inibidor do crescimento dessa cultura
de fungo. As pesquisas com estes produtos requerem atencdo minuciosa, pois o efeito anti-
helmintico do hidrolato de horteld (Mentha villosa Huds.), em nematoides gastrointestinais de
bovinos, em um experimento em 2009, por exemplo, apresentou resultados positivos nos
testes in vitro, mas ndo ocorrendo a mesma eficacia anti-helmintica desse hidrolato de horteld
nos animais tratados (NASCIMENTO et al., 2009).

2.4 Citral

O Citral, substancia bioativa pertencente a classe dos monoterpenos, presente no 6leo
essencial de capim-limdo em concentragdes que podem variar entre 65 e 85%
(VILLAVERDE et al., 2013), possui a nomenclatura na IUPAC — International Union of
Pure and Applied Chemistry como 3,7-dimethyl-2,6-octadieno, que é a mistura isomérica de
Geranial (Citral A) e Neral (Citral B). As férmulas estruturais das substancias Geranial e
Neral estdo na  Figura 2. A  formula  quimica do  Citral €
(CH3)2C=CHCH,CH2C(CH3)=CHCHO e sua massa molecular ¢ 152,24. E um liquido
amarelo claro, praticamente insolivel em agua, mas sollvel em solventes organicos, etanol e
glicerol (ANVISA, 2010).
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Figura 2 — Formulas estruturais do geranial e do neral.

CHO OHC
CH, CH,
HsC CH, H,;C CH,
geranial (citral A) neral (citral B)

Fonte: Araujo (2015).

E bastante requisitado pelas industrias de aromas, cosméticos, alimentos e quimica
para sintese de compostos importantes, dentre esses destaca-se a vitamina A (GUIMARAES
etal., 2011).

Ravinder et al. (2010), realizaram estudos comprovando que a substancia bioativa
Citral atua tanto como antioxidante no combate aos radicais livres, como também na
prevencdo de diversos tipos de cancer. O Citral ainda possui efeitos benéficos na prevencao
de tumores de pele em camundongos, e apresenta acdo anti-inflamatorio, inibindo a formacao
do radical livre Oxido nitrico. Apresenta também atividade quimiopreventiva, pelo fato de
alterar a disponibilidade de drogas metabolizadas por enzima do citocromo P450
(BIDINOTTO, 2009).

Alvis, Martinez e Arrazola (2012), comprovaram a eficacia do extrato hidroalcodlico
de Capim-lim3o na dosagem de 250 mg.L™* como antioxidante na estabilizagdo de gorduras,
demonstrando ser uma alternativa na industria carnea para a producdo de embutidos e
produtos curados.

A apoptose, que € um processo natural de morte celular e util na regeneragdo de
tecidos auxiliando a homeostase, € um parametro bastante utilizado para estudos de
verificagdo da interrupcdo do crescimento de células in vitro. Esse processo se torna ainda
mais relevante em condic¢des patoldgicas como o cancer (ANAZETTI; MELO, 2007). A
estaurosporina que é o medicamento utilizado como referéncia para os testes de apoptose via
atividade da protease Caspase-3 atuando na segmentacdo do DNA, foi usada como padrao de
referéncia para testes com a substancia bioativa Citral realizados na Universidade de Ben

Gurion, em Israel. Estes estudos demonstraram a equivaléncia preventiva entre uma dosagem
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de estaurosporina em uma concentracdo de 0,7 uM com 22,25 uM de Citral, equivalente a
3,382 mg de Citral (DUDAI et al., 2005).

2.5 Queijo Petit Suisse

O queijo € o nome genérico para uma categoria de produtos lacteos produzidos por
meio de diversas tecnologias, com diferentes texturas, formatos e sabores. Nestas tecnologias
de fabricacéo diversificada ha o fato comum da transformacéo do leite liqguido em uma massa
solida (SAAD; CRUZ; FARIA, 2011). A utilizacdo de produtos lacteos como base para
ingredientes funcionais ja tem sido uma estratégia adotada pela industria de laticinios, tendo
em vista a sinergia entre esta categoria de matéria-prima e diversos ingredientes considerados
funcionais. Os queijos podem ser base para produtos funcionais, por meio da adi¢do de
bactérias benéficas e/ou da adicdo de ingredientes funcionais (OLIVEIRA, 2009).

O regulamento técnico de identidade e qualidade de queijo Petit Suisse (BRASIL,
2000) permite que seja utilizado tanto enzimas (como coalho, por exemplo) quanto bactérias
especificas para obtencdo da massa base do produto. As bactérias laticas, ou como sdo mais
conhecidas bactérias acido-laticas, € um grupo de bactérias pertencentes a diversos géneros,
que tm em comum caracteristicas semelhantes quanto a fermentacdo de diferentes produtos
alimenticios. Das caracteristicas principais deste grupo podemos enumerar o fato de serem
positivas, serem anaerdbias facultativas, serem basicamente sacaroliticas (atuam
principalmente sobre os carboidratos), produzirem grande quantidade de &cido latico e ainda
ndo utilizar oxigénio em seu metabolismo. Desde meados do século passado, alguns estudos
sobre esse grupo de bactérias tém demonstrado a competicdo benéfica destas bactérias na
microbiota intestinal humana, reduzindo consideravelmente a presenca de bactérias
indesejaveis, atuando, portanto, como mecanismo natural de defesa (SAAD; CRUZ; FARIA,
2011). Esse grupo de bactérias se divide em homo fermentativos e hetero fermentativos, de
acordo com o produto final produzido no processo de fermentacéo. Se apenas acido latico séo
chamadas de homofermentativas.

O queijo Petit Suisse em seu regulamento técnico de identidade e qualidade é definido
como sendo um “queijo fresco, ndo maturado, obtido por coagulagio do leite com coalho e/ou
enzimas especificas e/ou de bactérias especificas, adicionado ou ndo de outras substancias
alimenticias (BRASIL, 2000). Esta Instru¢cdo Normativa, juntamente com a Portaria 146 de 7
de marco de 1996, preconizam parametros bromatoldgicos (fisico-quimicos, microbioldgicos
e reoldgico) para que o produto lacteo seja classificado como Queijo Petit Suisse (BRASIL,
1996).
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Os trabalhos de Maruyama et al. (2006), e também o de Paixdo et al. (2011)
encontraram valores de umidade acima dos 70% nos queijos Petit Suisse. Enquanto Veiga et
al, (2000); Cardarelli et al. (2006); Souza et al. (2012); e Vitola et al. (2016) obtiveram
resultados oscilando entre 60,0 e 70,0% de umidade. Souza et al. (2011), ao elaborar um
queijo Petit Suisse de baixo valor calérico obtiveram resultado de até 85,33% de umidade.

A consisténcia do queijo Petit Suisse pode ser avaliada tanto pela andlise de
viscosidade, quanto pela anélise de consistometria. A mais precisa delas é a de viscosidade
dindmica. Cardarelli et al. (2006), avaliando o impacto do congelamento da massa para
producdo de queijo Petit suisse obtiveram viscosidades oscilando entre 66.200 a 172.400cP
(centiPoise).

Veiga et al. (2000), realizaram um levantamento dos queijos Petit Suisse
comercializados no mercado brasileiro e os avaliou quanto as caracteristicas fisico-quimica e
microbioldgica. Dentre os principais parametros avaliados, destacou-se o teor de proteina que
variou de 6,67 até 8,94%. Cardarelli et al. (2008), avaliando a influéncia do teor de fibras no
queijo Petit suisse encontraram teores de proteina entre 8,99 e 9,93%, valores muito acima do
minimo recomendado. Souza et al. (2012), ao elaborar um queijo Petit suisse de baixo valor
calérico obtiveram resultado de proteina entre 9,0 e 9,97%. Vitola et al. (2016), ao
desenvolver um queijo Petit suisse adicionado de polpa de batata doce obtiveram um
percentual de proteina de 7,63+0,09. Paixdo et al. (2011), caracterizando os queijos Petit
suisse ofertados no mercado encontraram valores que oscilaram entre 5,39% abaixo do
minimo permitido, até 6,59%.

O pH de um alimento é considerado um dos mais importantes fatores intrinsecos que
influenciam na multiplicagdo de microrganismos que estdo presentes no alimento
(FORSYTHE, 2002). Embora a legislacdo que define os parametros de identidade e qualidade
do queijo Petit suisse ndo defina valores para pH, esse quesito € importante como parametro
de processo industrial, pois é o indicador que define o final da etapa de fermentacéo e inicio
da etapa de resfriamento, quando se utiliza bactérias especificas para a obtengdo da massa
para Petit suisse. Veiga et al. (2000), encontraram, nas amostras de queijo Petit suisse
ofertadas no mercado, valores de pH entre 4,42 e 4,52. Ja Maruyama et al. (2006), e também
Paix&o et al. (2011), encontraram resultados de pH entre 4,37 e 4,75 nas amostras de queijo
Petit suisse avaliadas. Cardarelli et al. (2008) e também Pereira et al. (2016) encontraram
resultados em uma faixa maior de pH nas amostras analisadas, 4,11 a 4,72 e 4,44 a 4,91,
respectivamente. Ja Vitola et al. (2016), encontraram resultados de pH acima de 5,0 (5,15
+0,09).
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Veiga et al. (2000), analisou ainda, a contagem de leveduras e fungos filamentosos nos
queijos Petit Suisse amostrados e encontrou valores entre 30 a 450 UFC/g, valores estes que

ndo ultrapassaram os limites maximos preconizados pela legislacdo que é de 500UFC/g.

2.6 Cromatografia

Dentre as inimeras técnicas instrumentais de analise, amplamente adotadas tanto nas
industrias quimicas e farmacéuticas, quanto na industria de alimentos, as técnicas
cromatograficas tém ganhado espaco nos laboratorios apresentando resultados préaticos
considerados de sucesso. Na Instru¢cdo Normativa 68, por exemplo, publicada em 12 de
dezembro de 2006, cujo teor define os métodos oficiais de analise para controle de leite e
produtos lacteos, consta metodologia analitica utilizando a técnica cromatografica HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) para a deteccdo e quantificacdo de
caseinomacropeptideo (BRASIL, 2006).

As técnicas cromatograficas colunares, que sdo as mais utilizadas, sdo classificadas de
acordo com as especificacdes das fases movel e estacionaria. Dentre estas, as técnicas de
cromatografia gasosa (quando a fase movel é um gés) e a liquida (quando a fase mdvel é um
liquido) tém sido as mais adotadas nos procedimentos analiticos de laboratérios de controle de
qualidade para a detec¢do e quantificacdo de diversos tipos de analitos (SKOOG; HOLLER,;
NIEMAN, 2009).

A cromatografia gasosa € uma técnica de separacgdo e quantificacdo de analitos que sdo
identificados com alta precisdo por meio de um tempo de reten¢do no sistema, conjuntamente
com a interpretacdo da area do pico referente ao analito em estudo. A definicdo e resolucéo
dos picos cromatograficos e também do tempo de retencdo do analito sdo ajustados pelo
operador do sistema por meio de configuragdes multiplas do equipamento, tais como
velocidade de arraste de gases, temperaturas, composicdo de gases, etc. O cromatografo é
composto por sistema de injecdo para insercao da amostra no equipamento, coluna especifica
para grupos de analitos, forno para aquecimento da coluna e detector que realiza a leitura do
sinal recebido em fungéo da separacdo em cada tempo de retencdo (RIZZON; SALVADOR,
2010).

A configuracdo do cromatégrafo abrange diversos pardmetros ajustaveis com o
objetivo de facilitar a nitidez do cromatograma. Dentre os parametros ajustaveis destacam-se
o tipo de coluna a ser utilizado no procedimento, a vazdo dos gases envolvidos que comporéo
a fase movel, as temperaturas utilizadas nos periféricos injetor, detector e coluna, a

composicdo dos gases e ainda um reagente PA de pureza HPLC para confecgdo da curva-
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padrdo do sistema. Uma boa configuragdo nos permitira uma melhor nitidez nos dados que
serdo obtidos como tensao elétrica, em mVolts ou pVolts, que definird a altura do pico em
relacdo a linha de base referente ao analito pesquisado, 0 tempo de retencdo, em minutos, em
(ue ocorrera o pico no cromatograma e a area sob o pico (VAZ JUNIOR, 2015). Brito et al.
(2011), em um trabalho de caracterizagdo dos componentes do 6leo essencial de capim-santo
por cromatografia gasosa e olfatometria, encontraram os compostos neral e geranial como
sendo os de maior concentracdo e também de alta intensidade de aroma (picos 40 e 42 da

Figura 3).

Figura 3 — Cromatograma do 6leo essencial de capim-limdo obtido por meio da técnica de
cromatografia gasosa.
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Fonte: Brito et al. (2011).
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DA ADIC;AONDO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO
NA PRODUCAO DE QUEIJO PETIT SUISSE

INFLUENCE OF THE ESSENTIAL OIL OF LEMONGRASS IN PETIT SUISSE
CHEESE PRODUCTION

Resumo

Produtos considerados funcionais vém ganhando espaco nas gondolas em funcgdo da demanda
por uma alimentacdo saudavel. Os produtos lacteos podem ser base para produtos funcionais,
por meio da adigdo de bactérias benéficas e/ou da adi¢do de nutracéuticos. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a influéncia da adicdo do 6leo essencial de capim-limdo, que contém a
substancia bioativa citral, nas caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e reoldgicas do
queijo Petit Suisse. Foram produzidas cinco formulagdes diferentes de queijo Petit Suisse,
com concentragdes de 6leo essencial variando de 27 até 215 mg.L?, além da formulacéo
padrdo sem a presenca do Oleo essencial. Os parametros avaliados apds 1, 15, 30 e 45 dias
apos fabricacdo foram os principais exigidos pela legislacdo vigente, tais como umidade,
proteina, coliformes, S. aureus coagulase positiva e leveduras e fungos filamentosos. O
delineamento estatistico utilizado foi o do tipo inteiramente casualizado em esquema fatorial.
Somente 0 pH médio aos 45 dias em todos os tratamentos foi ligeiramente menor que o pH
médio das amostras analisadas. Tanto os outros parametros fisico-quimicos avaliados, quanto
a viscosidade e o0s parametros microbioldgicos, ndo apresentaram resultados que
demonstrassem haver interferéncia significativa da adicdo de 6leo essencial nas caracteristicas
do queijo Petit Suisse (P < 0,05).

Palavras-chave: antioxidante, antirradicais livres, funcional, lacteo.

Abstract

Products considered functional has won space in the gondolas due to the demand for a healthy
diet. Dairy products may be the basis for functional products, by the addition of beneficial
bacteria and/or the addition of nutraceuticals. The objective of this work was to evaluate the
influence of the addition of the essential oil of lemongrass, which contains the citral bioactive
substance, in the physical-chemical, microbiological and rheological characteristics of Petit
Suisse cheese. Five different formulations of Petit Suisse cheese were produced, with essential
oil concentrations varying from 27 to 215 mg.L™?, in addition to the standard formulation
without the presence of the essential oil. The parameters evaluated after 1, 15, 30 and 45 days
after manufacture were the main ones required by current legislation, such as humidity,
protein, coliforms, coagulase positive S. aureus and yeasts and filamentous fungi. The
statistical design was completely randomized in a factorial scheme. Only the mean pH at 45
days in all treatments was slightly lower than the mean pH of the analyzed samples. Both the
other physicochemical parameters evaluated, as well as the viscosity and the microbiological
parameters did not present results that showed significant interference of the addition of
essential oil in the characteristics of Petit Suisse cheese (P < 0.05).

Keywords: antioxidant, dairy, free radicals scavenger, functional foods.
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Introducéo

A ruptura da ideia de que a saude e a medicina estavam ligadas estritamente a dogmas
religiosos iniciou-se na Grécia antiga com Hipdcrates, considerado hoje o pai da medicina. A
expressao “Que seu alimento seja seu remédio e que seu remédio seja seu alimento”, de sua
autoria, sempre esteve a frente de muitas pesquisas na area da ciéncia dos alimentos, em
maior ou menor intensidade, recebendo influéncias dos diversos modismos, muito comum na
area nutricional. No entanto, o uso de alimentos benéficos a saide, também conhecidos como
funcionais, ganhou forca no final do século passado, quando o mundo voltou os olhares para o
Japdo, enquanto os japoneses deram uma grande énfase a um grupo de alimentos que foi
“batizado” de FOSHU (Food for specified health use). A pesquisa e desenvolvimento de
ingredientes benéficos & salde, chamados também de substancias bioativas, fez com que a
indUstria de alimentos reformulasse sua estratégia de atuagao, assim como ocorreu no século
passado com a industria farmacéutica. A Resolucdo RDC n° 2 de 07 de janeiro de 2002 define
como sendo substincia bioativa “todos os nutrientes, e também os ndo nutrientes, que

possuem acio metabolica ou fisioldgica especifica™®.

As plantas medicinais, de um modo geral, sdo ministradas ao paciente sob as formas de
infusdes, chas ou concentrados. O capim-limdo (Cymbopogon citratus DC. Stapf), também
conhecido como capim-cidreira, erva-cidreira, cha-de-estrada, capim-santo, capim-de-cheiro,
dentre inimeros outros nomes, € muito usado empiricamente na medicina popular devido
tanto a facilidade de obtencdo desta planta, como também aos inimeros beneficios como
medicamento fitoterapico. Dentre as inUmeras propriedades terapéuticas do capim-liméo,
destaca-se a atividade antioxidante e anticarcinogénica, em funcdo do composto fitoquimico
Citral, que é o principal componente do 6leo essencial desta planta®. Agentes oxidantes
podem ser utilizados no processamento de alimentos, tais como o perdxido de hidrogénio
utilizado na industria frigorifica e na de laticinios ou o peroxido de benzoila utilizado no
clareamento de farinhas de cereais e aparecerem como residuos contaminantes nos mesmaos.
Podem ainda podem ser formados de forma endogena nos alimentos. Esses compostos
formados de forma enddgena sdo conhecidos como radicais livres®. Ravinder et al.*)
realizaram estudos comprovando que a substancia bioativa Citral atua tanto como
antioxidante no combate aos radicais livres, como também na prevencédo de diversos tipos de
cancer. Para a comprovacédo da capacidade antioxidante das diversas substancias bioativas ja
existem varias metodologias laboratoriais e dentre estas podem ser citadas como mais
utilizadas a metodologia Folin Ciocateau, a DPPH — determinacgdo espectrofotométrica da
captura radicalar, a TRAP — determinagdo espectrofluorimétrica da captura radicalar e a
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ORAC - Oxigen Radical Absorption Capacity. Em muitas dessas técnicas um dos padrdes
mais usados é o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico, conhecido com o
nome comum de Trolox®). Sacchetti et al.® avaliando a atividade antioxidante, ou seja, que
combate os radicais livre, trabalhando com um 6éleo essencial contendo 73,58 g Citral/100 g
de 6leo, demonstrou que o 6leo essencial de capim-limao possui uma atividade de 23,3 + 0,30
mTE/L (mmol de Trolox equivalente por litro).

Oleos essenciais de plantas contém a grande maioria dos compostos considerados benéficos a
salde e sua utilizagdo como substancia bioativa tem sido estudada tanto na &rea da
farmacéutica, quanto na area da ciéncia e tecnologia de alimentos. O 6leo essencial do capim-
limdo possui, dentre outros, os compostos fitoquimicos Geranial e Neral, conhecidos também
como Citral A e Citral B, respectivamente, e que juntos formam o composto majoritario
Citral, de maior importancia como substancia bioativa®®. Uma das formas mais comuns para a

obtencdo desses fitoquimicos € a técnica de separacdo via arraste a vapor extraindo o 6leo.

A estaurosporina que € o medicamento utilizado como referéncia para os testes de apoptose
via atividade da protease Caspase-3 atuando na segmentacdo do DNA, foi usada como padréo
de referéncia para testes com a substancia bioativa citral realizados na Universidade de Ben
Gurion, em Israel. Estes estudos demonstraram a equivaléncia preventiva entre uma dosagem
de estaurosporina em uma concentracdo de 0,7 uM com 22,25 uM de Citral, equivalente a
3,382 mg de Citral .

Dentre os alimentos utilizados como base para funcionais, os produtos lacteos, principalmente
iogurtes e queijos, tém sido preferidos devido a sinergia entre estes e as diversas substancias
bioativas®. O queijo Petit Suisse é um queijo fresco, obtido por coagulagio do leite por meio
de enzimas especificas ou &cidos especificos ou bactérias especificas. E um produto lacteo
destinado quase que exclusivamente ao publico infantil devido, principalmente, aos teores de
proteina e calcio. A oferta deste produto nas géndolas tem crescido muito em funcdo da

possibilidade de fabricagdo deste por empresas de qualquer porte.

Apesar da sinergia favoravel que faz com que diversos grupos de produtos de laticinios sejam
utilizados como base para alimentos funcionais, 0 mesmo ndo se pode dizer sobre o controle
de qualidade a que esses produtos precisariam ser submetidos, para confirmacdo e
quantificacdo da substancia bioativa no produto final ofertado ao consumidor. O
desenvolvimento de metodologias laboratoriais para detec¢do e quantificacdo de nutrientes
funcionais tem se tornado uma busca constante nos laboratorios dos 6rgdos de fiscalizagdo

devido ao fato de que muitos destes ingredientes funcionais e seus analitos ndo possuem uma
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metodologia analitica regulamentada. As técnicas instrumentais de analise, dentre estas as
técnicas cromatogréaficas apresentam 6tima performance para analises de diversos compostos
quimicos em concentragdes que podem chegar a limites de detecgdo da ordem de ng.Kg™ (ppb
— partes por bilhdo). A cromatografia colunar € uma metodologia de separacdo de compostos
acoplada a um sistema de identificacdo p6s-separacédo, e pode ser classificada basicamente em
cromatografia liquida e cromatografia gasosa. Para a confirmagdo da concentracdo do
composto Citral, que é quem caracteriza o queijo Petit Suisse como alimento funcional, foi
utilizado a técnica de cromatografia gasosa interligada a um detector de chama. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a influéncia da adicdo do 6leo essencial extraido do capim-limao,

nas caracteristicas fisico-quimicas, microbiol6gicas e reoldgicas do queijo Petit Suisse.

Material e métodos

Obtencao do dleo essencial

O capim-liméo coletado em diversas localidades, ap6s selecdo, pesagem e toalete adequada
com solucéo clorada a 30 mg.L? de hipoclorito de sddio, foi colocado no destilador a vapor
do laboratério de Biotecnologia do IFSULDEMINAS, campus Muzambinho, para extracdo do
0leo essencial. O tamanho dos lotes adotados como padrao variou entre 400 e 500 g, tendo em
vista que a capacidade maxima da dorna do destilador € de 600 g. O vapor, que € 0
responsavel pelo arraste dos odores e dos 6leos evaporados sdo resfriados no condensador e o
Oleo coletado na proveta do aparelho, previamente abastecida com 100 mL de agua
deionizada. A emulsdo recolhida foi armazenada em frascos com tampa tipo rosca,
embrulhados em papel aluminio para proteger o produto contra oxidacdes e colocados em
camara fria com temperaturas méximas de 10 °C, para uso na fabricagdo do queijo Petit
Suisse. O fluxograma demonstrando o processo de extracdo do 0leo essencial de capim-limao

se encontra na Figura 1.
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Producdo do queijo Petit Suisse adicionado de 6leo essencial de capim-limé&o

Para a fabricagdo do queijo Petit Suisse, foi elaborada uma pesquisa de mercado com alguns
fornecedores de ingredientes, lideres no fornecimento de ingredientes na industria alimenticia
nacional, com o objetivo de conhecer os ingredientes que estavam sendo utilizados pela
industria na producéo do queijo Petit Suisse. A formulacéo escolhida como benchmarking foi
a sugerida por uma destas empresas, que fornece um mix de proteinas ja enriquecido com
aditivos apropriados para a produgdo desta categoria de produto. Com base na formulacdo
sugerida, foi realizado um estudo para que o perfil composicional de produto final obtido com
os ingredientes sugeridos fosse obtido também com os ingredientes adquiridos de outras
empresas. A base principal para esse estudo foram os parametros definidos pela Instrucao
Normativa n° 53 de 29 de dezembro de 2000, que define os padrdes de identidade e qualidade

do queijo Petit Suisse®.

Os ingredientes utilizados na fabricacdo do queijo Petit Suisse foram Leite em pd integral,
devidamente registrado no Servico de Inspecdo Federal — SIF/DIPOA do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e com as caracteristicas em conformidade com padréo
estipulado pela legislacdo vigente; acucar cristal isento de sujidades e impurezas; cultura
lacteo liofilizada da série YoMix, a base de Streptococcus sp e Lactobacillus sp, conforme
dosagem recomendada pela empresa Danisco®, fabricante da cultura liofilizada, e o 6leo
essencial de capim-limdo obtido no Laboratério de Biotecnologia do IFSULDEMINAS. As

formulagdes utilizadas se encontram na Tabela 1.
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Tabela 1. Formulag6es utilizadas no experimento.

T1 T2 T3 T4 T5 T6
Ingredientes Unid. Sem 6leo 27 mg.Kg* 53 mg.Kg* 108 mg.Kg? 161 mg.Kg! 215mg.Kg?
essencial de 6leo de 6leo de dleo de 6leo de 6leo
essencial essencial essencial essencial essencial

Leite pasteurizado Kg 76,63 76,63 76,63 76,63 76,63 76,63
Leite em p integral Kg 14,86 14,86 14,86 14,86 14,86 14,86
Aglcar cristal Kg 8,51 8,51 8,51 8,51 8,51 8,51
Cepas de bactérias "
laticas (YoMix499) DCU 10 10 10 10 10 10
Oleo essencial 9 ) 2.7 53 108 16,1 215
Total Kg 100 100 100 100 100 100

*DCU = Unidades de Concentragdo recomendadas pela Danisco® (Danisco Concentration Unit)

Para a fabricacdo do queijo Petit Suisse foi utilizado tanque de parede dupla com entrada de
vapor e agua industrial, dotado de agitador. Ap6s a mistura da matéria-prima com 0s
ingredientes, com excecao do fermento lacteo e do Gleo essencial, realizou-se um tratamento
de 90 °C durante 5 minutos, seguido de um resfriamento até 43 °C. Ao completar 43 °C, a
mistura foi separada em 6 lotes distintos e estes lotes receberam a dosagem padrdo de
fermento lacteo e ainda as dosagens do Gleo essencial de acordo com o0s tratamentos
almejados (27, 53, 108, 161 e 215 mg.Kg?, além do lote sem a adigdo de dleo essencial).
Estes lotes foram envasados em frascos de polietileno e colocados em estufa com regulador
de temperatura automatico, regulada para 43 °C, onde permaneceram por 15 h até a completa
fermentacdo do queijo. Apdés a fermentacdo concluida, os frascos de polietileno foram
destinados a camara fria com temperatura ndo superior a 10 °C e foram mantidos nesta
camara até o momento das analises. As analises laboratoriais foram realizadas nos tempos 1,
15, 30 e 45 dias ap0s a fabricacdo e os parametros analisados foram teor de umidade, teor de

proteina, colimetria (30 °C e 45 °C), contagem de S. aureus coagulase positiva e contagem de
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Leveduras e Fungos filamentosos.
O fluxograma de producédo do queijo Petit Suisse com 6leo essencial de capim-limao pode ser

visto na Figura 2.

Selecao do leite e demais
ingredientes, através de analises
fisico-quimicas e microbiologicas.

A 4

Adicao da matéria-prima e dos
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4
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Adicdo do ingrediente funcional 6leo
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Figura 2. Fluxograma de producéo do queijo Petit Suisse com 6leo essencial de capim-limao.



36

Anélises laboratoriais

O leite utilizado foi selecionado avaliando sua qualidade quanto a estabilidade ao Alizarol 78
°GL, Acidez Dornic, Teor de Gordura e Densidade de acordo com os parametros estipulados
pela Instrucdo Normativa n° 62 de 29 de dezembro de 201119, Além dos ensaios fisico-
quimicos, realizou-se a analise de residuos de Antibidticos dos grupos Beta-Lactamicos,
Tetraciclinas e Cefalexinas. O método utilizado foi o SNAPduo® STPlus, fornecido pela
IDEXX. Estes testes foram realizados no setor de Leite e Derivados do Complexo
Agroindustrial do IFSULDEMINAS — Campus Muzambinho, de acordo com a técnica
preconizada pela Instrugdo Normativa n° 68 de 12 de dezembro de 2006, do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, que aprova os Métodos Analiticos Oficiais Fisico —

Quimicos para Controle de Leite e Produtos Lacteos®?.

Os parametros fisico-quimicos analisados no queijo Petit Suisse, e que sdo exigidos como
determinantes para o padrdo de identidade e qualidade do produto, foram teor de umidade e
teor de proteina. Os ensaios foram conduzidos também de acordo com a Instrugdo Normativa
68/06(Y.

As técnicas cromatogréaficas colunares, que sdo as mais utilizadas, sdo classificadas de acordo
com as especificagbes das fases movel e estacionaria. Dentre estas, as técnicas de
cromatografia gasosa (quando a fase movel é um gas) e a liquida (quando a fase mdvel é um
liquido) tém sido as mais adotadas nos procedimentos analiticos de laborato6rios de controle de
qualidade para a deteccdo e quantificacdo de diversos tipos de analitos"?. Para confirmacéo
dos teores de Citral no queijo, utilizou-se da técnica de cromatografia gasosa com coluna DB-
5 e detector FID (Flame lonization Detector) e gases especificos para uso em HPLC. Para a
confeccdo da curva padrdo foram utilizadas solu¢es com concentracdes diversas utilizando o
reagente PA Citral Aldrich.

Os parametros microbiologicos analisados foram colimetria (30 e 45 °C), contagem de S.
aureus coagulase positiva e contagem de leveduras e fungos filamentosos. Todas as anélises
seguiram o procedimento padrdo estipuladas pela Instrugdo Normativa n°® 62 de 26 de agosto
de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento — MAPA®®. Apesar de
constarem como requisitos microbioldgicos para queijos classificados como de muito alta
umidade, com ou sem bactérias lacticas em forma viavel®®, os microrganismos do género
Salmonella e o microrganismo da espécie Listeria monocytogenes ndo foram incluidos nesse
trabalho tendo em vista que as quatro pesquisas microbioldgicas envolvidas, coli 30 °C, coli
termotolerantes, S. aureus coagulase positiva e Leveduras e fungos filamentosos s&o

suficientes para avaliar a influéncia ou ndo da adicéo do 6leo essencial pesquisado.
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Anélises estatisticas

Pelos histogramas, juntamente com a razdo entre as variancias obtidas do banco de dados de
cada parametro, realizou-se a verificacdo de homocedasticidade dos dados obtidos. Para os
dados considerados homocedasticos aplicou-se a Analise de Variancia. Para os dados nao
homocedasticos utilizou-se a Estatistica Ndo Paramétrica, aplicando o Teste de Kruskal-
Wallis™®,

Os dados relacionados aos microrganismos indicadores de boas praticas de fabricacdo, como é
0 caso dos coliformes, por exemplo, geralmente apresentam dados ndo homocedasticos
devido a disparidade entre os valores minimos e méximos da populagdo. No teste de Kruskal-
Wallis, que é o que foi utilizado para avaliacdo estatistica dos dados microbioldgicos obtidos
no processamento do queijo Petit Suisse adicionado de capim-limdo, foram definidas as
Hipoteses de Nulidade, também conhecida como Ho, e a Hipotese Alternativa, ou Ha, que

contraria a Hipotese de Nulidade.
A formula utilizada para encontrar o H no Teste de Kruskal-Wallis é:
12 R}

T NN ) _'3 N+1)

onde:

N = ndmero total de parcelas.

Ni = nimero de repeti¢cGes no tratamento i.

R = Soma de ordens para cada tratamento.

Como premissa do experimento definiu-se que:

Hipdtese nula (Ho) = todas as medianas sdo “estatisticamente” iguais.

Hipotese alternativa (Ha) = pelo menos uma mediana é “estatisticamente” diferente.

Para os testes de Kruskal-Wallis observam-se os valores Qui-Quadrado, comparando-o0s com
as respectivas tabelas. Quando o valor de y? calculado for maior que o y? tabelado, conclui-se

que ha diferenca entre os tratamentos®®),

Os resultados analiticos foram analisados com o auxilio dos programas Agroestat®) e
Minitab®18(7),
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Resultados

Os parametros fisico-quimicos que sdo utilizados para definir legalmente os padrbes de
identidade e qualidade do queijo Petit Suisse sdo o teor de umidade (> 55,0%) ¢ o teor de
proteinas lacteas (> 6,0%)®. J& os pardmetros microbiolégicos, que sdo definidos pela
Portaria 146 de 07 de marco de 1996 — Requisitos microbiolégicos de queijos, 0s teores
maximos em Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) para as contagens de coliformes 30 °C
(max. 100 UFC/g), coliformes termotolerantes (max. 10 UFC/g), Estafilococos coagulase
positiva (max. 10 UFC/g), Leveduras e Fungos filamentosos (méax. 500 UFC/g) e ainda as
auséncias de Salmonella sp e Listeria monocytogenes™®. As caracteristicas sensoriais como
consisténcia (pastosa, branda ou mole), cor, odor e sabor sdo definidos pelos fabricantes, e
consequentemente avaliados pelos 6rgdos regulamentadores, em funcdo das caracteristicas

obtidas de acordo com as substancias adicionadas.

Os resultados obtidos nas analises de umidade e proteina do queijo Petit Suisse se encontram
nas Figuras 3a e 3b.



67,50

Aa
67,00 Aa
s
e Aa
66,50 Aa o Aa o
. o e
& T Aa oo e
w o e
R
7 6600 S o
= S S
E R
z A Qo e Aa
= 65}50 M oewees
k=) i
= o
@ e,
E 65,00 g
o o
1) A
~ I,
R
64,50 T,
e,
o
lerre
oo
64,00 s
e,
o
lerre
i
Auséncia de Oe 27 mg/Kg de Qe 53 mg/Ke de Oe 108 mg/Kg de Oe 161 mg/Kg de Qe 215 mg/Kg de Qe
11 1 dia apds processamento = 15 dias apds processamento ** 30 dias apds processamento ‘45 dias apds processamento

Figura 3a. Resultados dos teores médios de umidade do queijo Petit Suisse adicionado de
6leo essencial (OE) de capim-limao.

7.8
Aa
76 Aa Aa
r
A3 Aa —
e Aa =
= /4 Aa = Aa Aa =
63 Aa — — Aa
LA Aa = EOC A EERN =
© Aa — = = RGN ad o — ... Aa
= 7,2 — — Aa —_— A UGS R p—
) = Aa Aa == ... ] a A Aad —- Aa =
= = = e = e Aa = = s = e
s 7 = e — = e A i = v e
a = men e —prRS = e s —Y = e e = e e
@ = s = o = e = == o =
= = o e = A = e = s = e e = e
o 68 = e — e Ad = A = e = s =
= — N — e A — —— I e
= T T N A T N A —— T T A
o == e — s N T = . M2 = s == o e
£ G ,6 E R E e s E W E Ao E R E A
— == N W T/ s A N == na e == = e
o e R — R T R —
& 6.4 — s = e — e — e = s = e
; —— N A — A — e e A
== e — s N T N = s == o e
e R L] T e = men e N T e
6.2 = s = e = e = o = s = e
! — — N A — W A — A e —— —— A
—— RN — A A i AL PTR T/ RN W O LR
6 = e = A = A = e = s =

Auséncia de Oe 27 mg/Kgde Oe 53 mg/Kgde Oe 108 mg/Kg de Oe 161 mg/Kg de Oe 215 mg/Kg de Oe

111 dia pos-processamento = 15dias pds-processamento ™~ 30 dias pos-processamento “~ 45 dias pds processamento

Figura 3b. Resultados dos teores médios de proteina do queijo Petit Suisse adicionado de
o0leo essencial (OE) de capim-liméo.



40

Tabela 2. Andlise de variancia dos dados referentes aos teores de umidade e proteina do
queijo Petit Suisse adicionado de 6leo essencial de capim-limao.

Umidade Proteina

GL* Ftab**
Fcalc***  F calc***
Concentracédo de 6leo essencial 5
2,9 12(NS) 2,75 (NS)
Residuo 15
Dias pds-fabricacéo 3
2,76 0,39 (NS) 5,55 (S)
Residuo 54

Interacdo Tratamento 1 (Concentracédo de
6leo essencial) vs Tratamento 2 (Dias

pds-fabricacao) 15 1,84  0,74(NS) 1,36 (NS)

Residuo 54

*GL — Graus de liberdade; **Ftab = Valor de F obtido via tabela estatistica especifica para o
teste adotado; ***Fcalc = Valor de F obtido na Andlise de Variancia; Se Fcalc < Ftab
compreende-se ndo haver diferenca significativa entre os tratamentos avaliados (P<0,05).

S = Significativo, ou seja, ha diferenca significativa entre os tratamentos avaliados;

NS = Néo Significativo, ou seja, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos avaliados.

Os valores médios de umidade encontrados nas amostras do queijo Petit Suisse com 6leo
essencial de capim-limdo; 65,9% + 2,3; estd de acordo com a legislacdo vigente. Neste
trabalho foram encontrados valores sempre superiores ao estipulado pela legislacdo vigente,
conforme pode ser observado na Figura 3. A média do percentual de proteina nas amostras foi
de 7,202% + 0,55.

Os resultados obtidos nas contagens de Coliformes 30 °C e Coliformes Termotolerantes do
gueijo Petit Suisse bem como o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis utilizado para a

analise dos dados referente a essas contagens se encontram na Tabela 3.
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Tabela 3. Resultados das andlises de colimetria (30 °C e Termotolerantes) pelo Teste de
Kruskal-Wallis, do queijo Petit Suisse adicionado de 6leo essencial de capim-limao.

Coliformes 30 °C

Coliformes termotolerantes

Parametros principais

f[; ﬁ?czzgz da Estatli‘stica Concentragéo de 6leo essencial (mg.Kg?) Concentraq(érggéﬁgaio essencial
Descritiva
0 27 53 108 161 215 0 27 53 108 161 215
Média 135 18 275 225 10,75 575 075 0 0 09 0 0
Mediana 55 Bb 18 cb 0 c 75 Aa 0 0 0 0 0 0 4 0
%ag:'iaczggz Desvio padréo 2034 2,08 55 35,71 215 15 15 0 0 18 0 0
Menor valor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maior valor 43 36 1 75 43 23 3 0 0 36 0 0
Média 345 16,5 09 075 525 15 09 0 0 09 4 0
Mediana 315 Aa 15 Aa 0 c 0 Cb 0 55 0 0 0 0 0 0
15 di_a apf')s Desvio padrdo 32,21 20,73 18 15 10,5 16,5 18 0 0 18 0 0
fabricacéo
Menor valor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maior valor 75 43 36 3 21 35 36 0 0 36 0 0
Média 3,65 0,9 0,9 0 2,75 525 0 0 0 0,85 0 0
Mediana 18 8b 0 8b 0 B 0 Bb 18 0 0 0 0 0 0 0
32;\3:'?:;2%5 Desvio padréo 519 18 18 0 3,53 10,5 0 0 0 37 0 0
Menor valor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maior valor 1 36 36 0 74 21 0 0 0 74 0 0
Média 1,65 0,9 0,9 0 26 2,75 0 0 0 0 0 0
Mediana 15 Bb 0 Bb 0 Bb 0 Bb 15 0 0 0 0 0 0 0
4f53giriacsazgoés Desvio padréo 1,92 18 18 0 35 55 0 0 0 0 0 o
Menor valor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0
Maior valor 36 36 36 0 74 1 0 0 0 0 0 0

A, B, C, a, b e c: Medianas seguidas por diferentes letras maitsculas na linha e mintsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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Embora tenham sido observadas diferencas significativas de crescimento tanto em relacdo ao
tratamento principal “concentragdo de 6leo essencial”, quanto ao tratamento secundario “dias
apo6s fabricagdo”, nao houve nenhuma amostra que atingiu o limite maximo de 100 NMP/g
estipulado pela legislacdo vigente®®. Quanto & contagem de coliformes termotolerantes, o

teste de Kruskal-Wallis demonstrou ndo haver diferenca significativa entre os tratamentos.

Os resultados descritivos e o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis utilizado para a anélise
dos dados referente as contagens de S. aureus coagulase positiva e também o de Leveduras e

Fungos filamentosos, se encontram na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados das andlises de S. aureus e Leveduras e fungos filamentosos, pelo Teste
de Kruskal-Wallis, do queijo Petit Suisse adicionado de 6leo essencial de capim-limao.

Staphilococcus aureus coagulase positiva Leveduras e Fungos filamentosos
Parametros
Dias ap6s rincipais da . . . = . -
fabrica?;éo pEstatpistica Concentragéo de 6leo essencial (mg.Kg™) Concentragéo de 6leo essencial (mg.Kg™)
Descritiva
0 27 53 108 161 215 0 27 53 108 161 215
Média 10 0 75 6,75 25 25 0 0 60 0 0 0
Mediana 10 0 5 35 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 dia ap6s Desvio padréo 11,55 0 95 943 5 5 774 b 0 0 120 0 0 0 4899 ¢
fabricacédo
Menor valor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maior valor 20 0 20 20 10 10 0 0 240 0 0 0
Média 6,25 75 0 75 0 0 177,5 255 775 25 25 25
Mediana 5 5 0 5 0 0 0 120 10 50 0 0 0 0
15diaapos  pogyio padrao 75 957 0 957 0 0 67 b 2254 4968 1001 50 5 50 228 a
fabricagéo
Menor valor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maior valor 15 20 0 20 0 0 470 1000 210 100 10 100
Média 0 75 125 975 0 0 75 0 0 125 0 75
Mediana 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30diasapds  pogyig padréo 0 15 25 195 0 0 98 a 150 0 0 250 0 150 1285 b
fabricacéo
Menor valor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maior valor 0 30 5 39 0 0 300 0 0 500 0 300
Média 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
45dias apds  poqyig padrao 0 0 0 0 0 0 0 ¢ 0 0 0 0 0 0 0 d
fabricacéo
Menor valor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maior valor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A, B, C, a, b e c: Medianas seguidas por diferentes letras maitsculas na linha e mindsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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A andlise dos dados referentes as analises microbioldgicas de S. aureus e também de
Leveduras e Fungos filamentosos demonstraram que as contagens desses microrganismos
variaram em funcédo do tempo apos fabricacdo (tratamento secundario), mas 0 mesmo nédo

ocorreu em relacdo ao tratamento primario “concentragao de 6leo essencial”.

Discussao

O teor de umidade do queijo Petit Suisse é definido por meio da classificacdo deste produto
no item 2.2.1 da Instrugdo Normativa n° 53®), que o classifica como queijo de muito alta
umidade e também por meio do item 2.2.2 da Portaria 146/96, Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Queijos™®, que especifica que os queijos de muito alta umidade
ndo poderdo ter umidade inferior a 55,0%. A legislacdo permite nuances de consisténcia
pastosa, branda ou mole para o queijo Petit Suisse®.

Observando a relacdo entre o teor de umidade e a concentracdo do 6leo essencial no queijo
Petit Suisse, ndo foi verificada diferenca significativa, indicando que, as diferentes
concentracOes utilizadas de 6leo essencial de capim-liméo no processamento do queijo Petit
Suisse. O tempo pos-processamento também ndo influenciou significativamente no teor de
umidade e, consequentemente, nas caracteristicas do produto. Paix&o et al.!® encontraram
valores de umidade entre 71,22% e 77,46% para 0s queijos Petit Suisse comercializados no
mercado de Lavras-MG, valores estes, proximos aos obtidos em nosso experimento com 0
6leo essencial de capim-limdo. A consisténcia do queijo Petit Suisse estd diretamente
relacionada ao teor de umidade e ao uso de aditivos permitidos de serem utilizados no

processo produtivo através do anexo constante na Instrucdo Normativa 53/2000©).

A proteina lactea é o item de maior valor econémico no processamento de produtos lacteos. O
queijo Petit Suisse, para que assim seja denominado, deve possuir teor minimo de 6,0% de

proteina lactea®.

Observando a relagdo entre o teor de proteinas e a concentra¢do do 6leo essencial no queijo
Petit Suisse, ndo foi verificada diferenca significativa. Verificou-se diferenga significativa
para o tratamento secundario, tempo apoés fabricacdo. No entanto, quando se avalia a interagao
entre o tratamento principal e o tratamento secundario, verifica-se ndo haver diferenca
significativa entre os teores de proteina das amostras avaliadas, ndo alterando as

caracteristicas do produto.

Diversos trabalhos tém demonstrado que os queijos Petit Suisse ofertados no mercado tém, na
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maioria dos casos, teores de proteina acima do teor minimo exigido. Veiga et al.*®, avaliando
a composicdo de varios queijos Petit Suisse disponiveis no mercado encontraram valores de
proteina de até 8,94%. Souza et al.?% ao elaborar um queijo Petit Suisse com baixo valor
energético obtiveram teores de proteina entre 9,0% e 9,7%, mais de 50% acima do limite
minimo exigido. Paixdo et al.'® analisando marcas de queijo Petit Suisse disponiveis no
mercado consumidor de Lavras-MG encontraram valores de proteina abaixo do minimo
permitido, 5,39%; e a amostra com maior teor apresentou 6,59%, ou seja, menos de 10%
acima do limite minimo permitido. Os valores de proteina encontrados nas amostras de queijo
Petit Suisse adicionado de Oleo essencial de capim-limdo ficaram préximos aos valores

encontrados por Veiga et al.*9 e Souza et al.??.

Definem-se como coliformes totais o grupo de microrganismos da familia
Enterobacteriaceae, tendo como caracteristica principal a fermentacdo da lactose com
producdo de gas apos incubacdo em temperatura étima de crescimento deste grupo, 30 a 37
°C, por um periodo de 48 horas. Nesta familia podem-se destacar alguns géneros principais
como o Enterobacter, o Klebsiella, o Citrobacter e, o mais importante deles, o
Escherichia®®. Houve diferenca significativa nas concentracdes 0, 27 e 108 mg.Kg?. Com
esse resultado observa-se que a adi¢do de 6leo essencial de capim-limédo, nas concentracdes
estudadas ndo interfere, nem favoravel e nem desfavoravelmente, no pardmetro contagem de

coliformes 30 °C do queijo Petit Suisse adicionado de 6leo essencial de capim-liméo.

Com relacdo aos tempos observou-se que no tempo 1, um dia apds processamento, 0 maior
valor encontrado ocorreu na concentragdo de 108 mg.Kg* de 6leo essencial e o0 menor valor
encontrado ocorreu na concentragio de 53 mg.Kg™* de 6leo essencial. No tempo 15 dias pos-
processamento os maiores resultados encontrados foram nas concentracdes 0 e 27 mg.Kg2te o
menores nas concentragdes 53, 108 e 161 mg.Kg™ de dleo essencial. No tempo 30 dias pos-
processamento os maiores resultados encontrados foram nas concentragdes 215 mg.Kg™ e os
menores nas demais concentragcbes. No tempo 45 dias pds-processamento 0s maiores
resultado foram encontrados nas concentragdes 161 e 215 mg.Kg? de 6leo essencial e os
menores nas demais concentragdes. Com estas observagdes verificou-se que ndo ha uma
relacdo direta entre o tempo de processamento e as concentracdes do 6leo essencial de capim-

lim&o na microbiota de microrganismos do grupo Enterobacteriaceae.

As contagens de Coliformes termotolerantes encontradas no queijo Petit Suisse adicionado de
6leo essencial de capim-limdo se mantiveram dentro dos padrdes da legislagdo vigente® n3o
alterando de forma significativa nas diversas concentracdes e nos diversos tempos poés-

processamento, logo o Oleo essencial de capim-limdo ndo interfere no crescimento de
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coliformes termotolerantes, nas diversas concentragdes utilizadas e em seu periodo de Shelf
Life. Veiga, Cunha, Viotto e Petenate®®, analisando queijos Petit Suisse ofertados no mercado

nacional ndo encontrou crescimento de coliformes termotolerantes nas amostras avaliadas.

O Staphylococcus aureus € um microrganismo indicador de importancia para as Boas Préaticas
de Fabricacéo, principalmente no que se refere & manipulacio de alimentos®?. Nas analises
do queijo Petit Suisse adicionado de 6leo essencial de capim-limao ndo foram encontrados
valores médios superiores ao padrdo legal, estipulados pela Portaria 146/1996 do Ministério

da Agricultura Pecuaria e Abastecimento®®),

Os resultados das contagens de S. aureus e também o de Leveduras e Fungos filamentosos
ndo apresentaram diferengas significativas nas diversas concentragdes de dleo essencial de
capim-limdo. No entanto, houve variacbes entre as amostras nos diversos tempos de
processamento tanto para as contagens de S. aureus quanto para as contagens de Leveduras e
Fungos filamentosos. Porém, para ambos o0s parametros nao foi possivel correlacionar essas
maiores contagens nos tempos 15 e 30 dias com a influéncia do o6leo essencial. O fato de ndo
encontrarmos presenca tanto de S. aureus quanto de Leveduras e Fungos filamentosos no
tempo 45 dias pode estar mais relacionado ao aumento da acidez natural do produto préximo
ao final da vida de prateleira do que & acdo do 6leo essencial. Veiga et al.*?) avaliando
diferentes marcas de queijo Petit Suisse disponiveis no mercado encontraram resultados de
Leveduras e Fungos filamentosos variando entre 30 UFC/g a 450 UFC/g.

Conclusoes

Com base nas avaliacdes dos dados analiticos dos exames laboratoriais realizados, bem como
em funcdo do processamento do queijo Petit Suisse, conclui-se que a adi¢do do dleo essencial
de capim-limdo, nas concentracdes avaliadas (27, 53, 108, 161 e 215 mg.Kg™') ndo
descaracterizam 0 queijo Petit Suisse nos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos

analisados, durante o seu tempo de vida de prateleira de 45 dias.
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