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RESUMO

Objetivando-se avaliar as caracteristicas funcionais e tecnologicas de queijos tipo
frescal elaborados com leite de bifala e enriquecidos com manjericdo (Ocimum
basilicum L.), foi conduzido um experimento no qual se adicionou 0; 2,5; 5,0 e 7,5 g/kg
de manjericéo fresco aos queijos e avaliou-os durante 21 dias de armazenamento. N&o
houve alteracdes nos teores de umidade, gordura, proteina e matéria mineral dos queijos
elaborados. Porém, a inclusdo de manjericdo elevou o teor de polifendis totais e
atividade antioxidante, com maiores efeitos nos queijos elaborados com 5,0 e 7,5 g/kg
de manjericdo. O pH dos queijos reduziu com a adigdo de maiores concentracdes de
manjericdo sob influéncia dos compostos fenolicos que estimularam o crescimento de
lactobacilos. Houve baixo crescimento de coliformes totais e Staphylococcus aureus e
auséncia de Salmonella sp em queijos com 21 dias de armazenamento. A cor dos
queijos formulados com manjericdo apresentou-se com menor luminosidade, maior
proximidade ao verde e amarelo. A inclusdo de manjericdo alterou a dureza e
mastigabilidade dos queijos e a microestrutura mostrou-se menos homogénea, com
espacamentos maiores e com superficies mais grosseiras em relacdo aos queijos
controle. As anéalises sensoriais tiveram notas entre 6 (gosto ligeiramente) e 7 (gosto
moderadamente) com preferéncia aos queijos adicionados de 2,5 e 5,0 g/kg de
manjericdo. O manjericdo possui potencial de uso na elaboracdo de queijos funcionais,
pois possui uma boa aceitabilidade do consumidor e pode afetar as caracteristicas
tecnoldgicas e funcionais dos queijos tipo frescal, com maiores efeitos para as
concentracfes mais elevadas.

Palavras-chave: andlises sensoriais, atividade antioxidante, microestrutura, pH,
polifendis
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ABSTRACT

In order to evaluate the functional and technological characteristics of Frescal cheese
made with buffalo milk and enriched with basil (Ocimum basilicum L.), an experiment
was conducted in which 0; 2.5; 5.0 and 7.5 g / kg of fresh basil was added to the cheese
and evaluated during 21 days of storage. There were no changes in the moisture, fat,
protein and mineral content of the processed cheese. However, the inclusion of basil
increased total polyphenol content and antioxidant activity, with higher effects in cheese
made with 5.0 and 7.5 g / kg of basil. The pH of the cheese decreased with the addition
of higher basil concentrations under the influence of the phenolic compounds that
stimulated the growth of lactobacilli. There was low growth of total coliforms and
Staphylococcus aureus and absence of Salmonella sp in cheeses with 21 days of
storage. The color of the cheese formulated with basil showed lower luminosity, closer
proximity to green and yellow. The inclusion of basil altered the hardness and
chewiness of the cheese and the microstructure was less homogeneous, with larger
spacing and with rougher surfaces in relation to the control cheese. Sensory analysis had
scores between 6 (slightly) and 7 (moderate taste) with preference for cheese with the
addition of 2.5 and 5.0 g / kg of basil. Basil has potential for use in the preparation of
functional cheese, because it has good consumer acceptability and can affect the
technological and functional characteristics of Frescal cheese, with greater effects at
higher concentrations.

Key words: sensory analysis, antioxidant activity, microstructure, pH, polyphenols



I-  INTRODUCAO

O queijo

De acordo com a Portaria n® 146 de 07 de marco de 1996 o queijo € o produto
obtido através da separacdo parcial do soro do leite através da acdo fisica de agentes
coagulantes, enzimas especificas, bactérias especificas e acidos organicos, podendo ser
consumido fresco ou maturado acrescentado ou ndo de especiarias, aditivos,
aromatizantes e corantes (Brasil, 1996).

Os queijos possuem alto valor nutricional, aromas e sabores aprecidveis, sendo
consumidos em praticamente todo o mundo. Conforme International Dairy Federation
and Statistics Canada (2016), os maiores consumidores de queijos se encontram na
Franca, Finlandia, Islandia, Dinamarca e Alemanha com consumo entre 26,8 e 24,6 kg
per capita no ano de 2015. O Brasil teve pouco destaque, com consumo de 3,8 kg per
capita em 2015. Em 2016, espera-se que 0 consumo per capita de queijos nos paises
em desenvolvimento cresca em media 0,8% por ano e nos paises desenvolvidos, o
consumo devera crescer 0,5% ao ano para produtos lacteos frescos e 1,1% ao ano para
leite em p6 (FAO, 2016).

No Brasil, apesar de cerca de 11 bilhdes de litros de leite/ ano sejam destinados a
producdo de queijos (sem considerar o0 mercado informal), o pais ainda importa 21 mil
litros de leite (Zoccal, 2016). No mercado informal, ainda predominante em pequenas
cidades do pais, 6 bilhGes de litros de leite sdo transformados em queijos, com
predominio do queijos minas frescal, minas padrdo e mussarela (Zoccal, 2016). De
acordo com as projecdes realizadas pela Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) e Food and Agriculture Organization (FAO), Agricultural
Outlook 2015 — 2024 (2015) o Brasil devera produzir, em 2016, 761,21 mil toneladas
de queijo. Entre 2016 e 2024, a producdo de queijo devera aumentar 13,9% (+ 1,6% ao



ano) alcancando 867,15 mil toneladas no final do periodo (CONAB, 2016). Com o
mercado em ascensdo, a fabricacdo de queijos finos ou diferenciados, enriquecidos
com especiarias, elaborados com leite de cabra ou bufalas € uma excelente alternativa

para conquistar mais consumidores.

Processo de fabricacéo de queijos

Os processos de fabricacdo e de maturacdo dos queijos envolvem uma serie de
eventos bioquimicos e microbioldgicos os quais sdo responsaveis por existirem cerca de
1000 variedades diferentes (Fox, O’Connor, Mcsweeney, Guinee, & O’Brien, 1996). O
processo de fabricacdo é complexo, nele ha vérias etapas (figura 1) e transformacoes
bioquimicas, todas essas variaveis afetam o rendimento, composi¢do, a qualidade do

queijo e seus subprodutos (predominantemente soro) (Walstra et al., 2006).

Padronizagéo e pasteurizacao do leite

)

Aguecimento a 37 °C
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|
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Figura 1: Fluxograma do processo de fabricagdo de queijos.

A primeira etapa da fabricacdo de queijos é a padronizacdo do leite para otimizar a
relacdo gordura e proteina garantindo sua qualidade e rendimento (Nyberg, 2016).

Apos, é realizada a pasteurizacgdo para eliminagcdo de microrganismos patogénicos.



No Brasil, devido a baixa qualidade do leite produzido em razdo de condi¢des de
producdo, conservacao e transporte do leite cru, antes de chegar a inddstria (Durr,
2004), a producdo de queijos com leite cru é limitada. Queijos elaborados com leite
cru, maturados com menos de 60 dias, podem ser fabricados e consumidos se estudos
técnico-cientificos comprovarem que a reducdo do periodo de maturacdo nédo
compromete a qualidade e a inocuidade do produto (Brasil, 2013).

A pasteurizagdo é realizada preferivelmente a 65°C por 30 minutos. Se realizada na
temperatura de 72-75 °C ou acima por 15 minutos ocorre reducdo da quantidade de
proteinas sollveis, aumentando a viscosidade do leite, com insolubilizacdo e
rompimento do equilibrio entre os sais de calcio e fosforos solUveis e coloidais,
dificultando a acdo do coagulante e a formacdo do codgulo (Paula; Carvalho & Furtado,
2009).

No processo de fabricagdo de queijos com leite pasteurizado, ocorre a adicdo de
cloreto de célcio, pois, no processo de pasteurizacdo, parte do Ca se insolubiliza o que
influencia negativamente o tempo de coagulagdo e a firmeza do coagulo (McSweeney,
2007). Na fabricacdo, ocorre ainda a adicdo de bactérias &cido-lacticas
(predominantemente espécies de Lactococcus), contribuindo para o desenvolvimento do
sabor, aroma e da textura, pois convertem a lactose do leite em &cido lactico diminuindo
0 pH para valores proximos a 5.1 (Barbosa-Canovas et al., 2006) além de evitar o
crescimento de microrganismos patdgenos nos queijos (Fox, Guinee, Cogan &
McSweeney, 2000).

A coagulacdo do leite é a etapa fundamental para a elaboracdo de queijos. Para isso,
o coalho ou agente coagulante é adicionado ao leite a 32-35 °C que permite boa acédo
enzimatica do coalho e o crescimento da cultura lactica (Krolow & Ribeiro, 2006). A
dose varia conforme as recomendacgdes do fabricante. Os coalhos mais utilizados s&o
obtidos do estbmago de animais: quimosina e pepsina (Paula, Carvalho & Furtado,
2009).

Durante a fabricacdo do queijo, o leite é submetido a uma desidratacdo parcial, com
expulsdo do soro e concentragdo dos componentes ndo sollveis. O processo de
coagulacao do leite ocorre em duas etapas: a primeira € a hidrolise da kappa-caseina
(quebra da ligacao peptidica Fenilalanina 105 — Metionina 106) pela acdo do coalho ou
de agentes coagulantes; e a segunda etapa é a agregacdo das caseinas com o fosfato de
calcio sob a forma de uma rede de gél que envolve a gordura e expulsa o soro. Esses

eventos ocorrem por acidificacdo (por fermentacdo de lactose do leite em &cido lactico



pelas culturas bacterianas adicionadas), temperatura elevada e devido a vérias operacfes
mecéanicas (McSweeney, 2007; Law & Tamime, 2010).

A sinérese é um processo importante na fabricacdo de queijos, pois queijos com
maior umidade sdo mais propicios a acdo de microrganismos. A taxa e a extensdo da
sinérese sdo controladas pela composicédo do leite, especialmente a concentracdo de ions
de célcio, o pH do soro, a temperatura de cozimento, a taxa e o tempo de mexedura
(Malin & Tunick, 1995).

Seguindo o processo de fabricacdo, ocorre 0 corte e a prensagem que Sao
importantes para aumentar a expulsdo do soro. O corte é realizado através de liras
horizontais e verticais no qual o tamanho dos grdos dependem do tipo de queijo
produzido. Quanto maior o tamanho dos graos cortados, maior o indice de umidade do
queijo formado (Barbosa, 2014). A pré prensagem e a prensagem final sdo realizadas
apenas em queijos maturados para conferir o formato desejado, aumentar a sinérese e
promover a formacgdo da casca. As variagdes no tempo e pressao de prensagem Sao
comandadas pelo tamanho do queijo, umidade desejada e temperatura de prensagem
(Krolow & Ribeiro, 2006).

A salga pode ser feita ap6s a primeira viragem da massa, esfregando o sal seco na
superficie externa do queijo ou mergulhando-o em salmoura. O sal confere sabor,
controla o desenvolvimento microbiano, regula os processos bioguimicos (enzimas) e
fisico-quimicos, a durabilidade, entre outros, podendo ser realizada no leite, na massa,
em salmoura e a seco (Paula, Carvalho & Furtado, 2009).

Os queijos podem ser consumidos frescos (curto periodo de validade) ou maturados
por periodos que variam de duas semanas a dois anos (Law & Tamime, 2010). A
portaria n°® 146 de 07 de marco de 1996 define queijo fresco como aquele que esta
pronto para consumo logo apds sua fabricacdo e define por queijo maturado o que
sofreu as trocas bioquimicas e fisicas necessarias e caracteristicas da variedade do
queijo (Brasil, 1996).

Os queijos que passam pelo processo de maturacdo, sofrem varias mudancas
bioquimicas como glicdlise, lipdlise e proteodlise através da acdo de varios agentes,
principalmente microrganismos (Shojaei & Sani, 2015). Estas mudangas bioquimicas
durante o periodo de maturacdo sdo reguladas pelo conteddo de umidade, sal e
microflora conduzindo a grande diversidade de sabores, aromas e texturas o que

justifica a grande diversidade de queijos existentes (Malin & Tunick, 1995).



Caracteristicas do queijo frescal

Os queijos tipo frescais estdo entre os mais apreciados e consumidos no Brasil
gragas ao seu alto rendimento, custo acessivel, fabricacao simples e rapida (Sant’ana,
Bezerril, Madruga, Batista, Magnani, Souza & Queiroga, 2013). O queijo Minas
frescal é caracterizado pela Instrucdo Normativa n® 04 de 2004 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2004) como: “O queijo fresco obtido
por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada ou ndo com acdo de bactérias lacticas especificas”. E
um queijo semigordo (25,0 a 44,9% de gordura no extrato seco), de muito alta
umidade (maior que 55,0%).

Como caracteristicas fisicas, devem possuir consisténcia branda, macia, textura
com ou sem olhaduras mecanicas, cor esbranquicada, sabor suave ou levemente acido,
odor suave, forma cilindrica, peso de 0,3 a 5 kg (Brasil, 2004). O uso de culturas
lacticas nesse tipo de queijo faz com que apresente pH entre 5,0 e 5,3 (Silva, 2005).
Como ingredientes opcionais, podem-se acrescentar: cultivos de bactérias lacteas ou
outros microrganismos especificos, cloreto de sddio, cloreto de calcio, caseina,
caseinatos, sdlidos de origem l&ctea, condimentos ou outros ingredientes opcionais
permitidos somente conforme o previsto, explicitamente, nos padrbes individuais
definidos para variedade de queijo (Brasil, 1996).

Os queijos frescais sdo produzidos normalmente de maneira artesanal, ndo sao
submetidos & cura e possuem baixa porcentagem de sal. E um produto que apresenta
vida de prateleira curta mesmo sob condi¢bes adequadas de refrigeracdo (Visotto,
Oliveira, Prado & Bergamini, 2011). A curta vida de prateleira deve-se a alta
contaminacdo por microrganismos em virtude de alguns fatores como: alta contagem
bacteriana no leite in natura, pasteurizacdo inadequada ou ausente, condigdes
inadequadas de higiene na fabricagdo, salmoura contaminada e méas condigdes de
refrigeracdo. O uso de coagulantes fangicos pode diminuir a durabilidade dos queijos
também, estes coagulantes sdo mais proteoliticos e tendem a degradar a caseina mais
rapidamente, amolecendo e amarelando o queijo (Hansen, 2008).

Conforme os padrdes microbiologicos vigentes, da Resolucdo Colegiada (RDC)

n°12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), queijos com muita alta
umidade devem apresentar as tolerancias maximas para amostras indicativas de: 5x102

Numero mais provavel (NMP) de coliformes a 45°C/g, 5x102 para Staphylococcus



coagulase positiva/g, auséncia de Salmonella sp em 25 g e auséncia de Listeria
monocytogenes em 25 g (Brasil, 2001).

O principal defeito que pode ser encontrado no queijo frescal é o gosto amargo,
sendo mais comum nos queijos fabricados com coagulantes fungicos e sem utilizacao
de culturas laticas. Ndo havendo presenca abundante de bactérias laticas, hd uma
tendéncia de acimulo de peptideos de baixo peso molecular que apresentam gosto
amargo (Hansen, 2008).

Propriedades reoldgicas dos queijos

A textura é uma variavel considerada pelo consumidor como determinante da
qualidade e preferéncia global do queijo (Allen Foegeding, Brown, Drake, & Daubert,
2003). Podemos definir textura como a manifestacdo sensorial e funcional das
propriedades estruturais, mecanicas e superficiais dos alimentos detectados através dos
sentidos da visdo, da audicao, do toque e da cinestesia (Szczesniak, 2002).

A avaliacdo da textura pode ser realizada através de painel sensorial e de
equipamentos reoldgicos. Na analise através de painel sensorial, os alimentos sdo
avaliados conforme as caracteristicas percebidas pela boca (forca aplicada), atributos
geométricos (forma, tamanho e orientacdo das particulas dentro do alimento) e
percepcdes em relacdo a umidade e ao teor de gordura (Szczesniak, 2002).

Nos queijos, a mastigacdo € a variavel mais importante. A mastigacdo envolve
forca e deformacdo, manipulacdo do alimento mastigado com a lingua e a mistura com a
saliva, sendo essas Ultimas atualmente irreprodutiveis por instrumentacdo (Foegeding &
Drake, 2007). Seres humanos treinados sdo os melhores instrumentos para a avaliacdo
de textura, porém, avaliacdes de textura envolvendo humanos possuem problemas de
reprodutibilidade, metodologia, problemas fisiologicos e psicoldgicos (Brady & Mayer,
1985). Desta forma, a textura instrumental ainda € largamente utilizada.

No estudo de textura instrumental, € comum utilizar-se de um texturdbmetro para
determinar-se o perfil de textura (TPA — Texture Profile Analysis), ele possui rapidez,
reprodutibilidade e € de facil padronizacdo (Brady & Mayer, 1985). A andlise de TPA
possui elementos de arbitrariedade em seu delineamento, que variam pelo tipo, tamanho
e qualidades da amostra, e configuracdes de operacdo do texturdmetro (Pollard, Sherkat,
Seuret, & Halmos, 2003). Nesta avaliacdo, a amostra € submetida a dois ciclos de
compressdo e os dados obtidos podem ser mostrados através de representacdo grafica

dos atributos de interesse, de acordo com Dagostin (2011):



Dureza: forca necessaria para atingir determinada deformacéo;

Coesividade: resisténcia das ligacdes internas que compdem o corpo do produto;

Mastigabilidade: energia necessaria para mastigar uma amostra até estar pronta

para degluticéo;

Elasticidade: velocidade com que um material deformado volta a sua condigédo

original apds ser retirada a forca deformante;

Adesividade: quantidade de forca para simular o trabalho necessario para
sobrepor a forcas de atracdo entre a superficie do alimento e a superficie em

contato com este;

Gomosidade: energia requerida para se desintegrar um alimento semi sélido ao

ponto de degluticdo

As propriedades fisicas do queijo, como corpo/textura, derretimento/extensao sdo
influenciadas por varios fatores inerentes a qualidade e composicdo do leite,
temperatura de pasteurizacdo, atividade enzimatica e o pH da massa e a relagdo entre a
caseina, umidade e condicdes de maturacdo (Paula, Carvalho & Furtado,
2009; Lawrence, Creamer, & Gilles, 1987). Desta forma, a avaliagdo da textura torna-

se ferramenta indispensavel quando se desenvolve novos tipos de queijos.

O uso do leite bubalino para fabricacéo de queijos

O teor de solidos totais médio de 16.38 + 1.01 (Giirler, Kuyucuoglu, & Pamuk,
2013), a coloracgdo branca e sabor adocicado tém despertado em laticinios o interesse
em utilizar o leite bubalino para producédo de derivados como 0s queijos mussarela,
cottage, parmesdo, ricota, frescal e requeijdo além de iogurtes, manteiga e bebidas
lacteas (Bernardes, 2007).

O alto valor nutritivo dos produtos elaborados com o leite bubalino também
merecem destaque. O consumo do queijo mussarela elaborado com leite de bufala foi
capaz de promover o crescimento e desenvolvimento de ratos alcancando resultados
comparaveis a dieta a base de caseina. Os mesmos resultados ndo foram obtidos com
queijo Mussarela produzido com leite de vaca. Além disso, os niveis de colesterol no
sangue foram menores nos ratos que consumiam queijo bubalino (Verruma-Bernardi et
al., 2009).



O leite bubalino possui concentracdo maior de acido linoléico conjugado (CLA)
em relagdo ao leite bovino, que se deve & maior atividade da enzima A9-dessaturase na
glandula mamaria (Fernandes, Mattos, Matarazzo, Tonhati, Sundfeld Gama, & Lanna
2007). A inclusdo de alimentos ricos em CLA na dieta humana pode trazer inimeros
beneficios. O CLA tem sido relatado por possuir atividade anti-carcinogénica,
prevenindo e atacando células tumorais, reduzindo tumores previamente formados, e
inibindo a sintese de gorduras no organismo (Fernandes, Mattos, Matarazzo, Tonhati,
Sundfeld Gama, & Lanna 2007).

O leite bubalino apresenta geralmente baixo teor de células somaticas, pois a
glandula mamaria das bufalas apresenta maior resisténcia a processos infecciosos,
como a mastite. Além das caracteristicas anatdmicas, hd maior quantidade de agentes
protetores no teto, como a queratina, lactoferrina, lactoperoxidase e melanina e maior
eficacia antibacteriana dos leucdcitos (Araujo & Gheller, 2005). Em situacdo de
elevada contagem de células somaticas no leite, alteram-se consideravelmente a
producdo do animal e a composicdo do leite e o rendimento industrial de derivados se
reduz, afetando a textura dos produtos, aumentando a perda de so6lidos no soro e o
tempo de formacdo do coagulo (Muller, 2002).

O rendimento dos derivados lacteos produzidos com leite de bufalas é maior, pois
as caseinas possuem tamanho de 190 nm, sendo de 10 a 20 nm maior que as caseinas
do leite bovino (Ahmad, 2010). Como exemplo, um quilo de queijo coalho € produzido
com cinco litros de leite bubalino contra sete litros de leite bovino (Vieira & Lourenco
Junior, 2006).

Yildrim & Erdem (2015) observaram menor tempo de coagulacdo do leite
bubalino quando comparado com leite caprino, ovino e bovino. Quando o periodo de
coagulacao foi dividido em duas fases, o leite bubalino completou ambas as fases mais
facilmente que outros leites. A viscosidade do leite e tensdo da coalhada também séo
mais elevadas em relagéo ao leite bovino (El-Salam & EI-Shibiny, 2011).

O leite bubalino contém inumeras caracteristicas desejaveis para 0 consumo
humano e producdo de derivados, porém, deve-se destacar a falta de uma legislacdo
especifica federal para determinar o padrdo de identidade e qualidade do leite de
badfalas no Brasil. Somente o Estado de S&o Paulo possui legislacdo para alguns
parametros de qualidade do leite bubalino (Sdo Paulo, 1994), estabelecendo valores
minimos de 4,5% para o teor de gordura, ndo fazendo referéncias para lactose,

proteina, solidos totais (Amaral, Carvalho, Silva, & Brito, 2005).



A Tabela 1 apresenta a composi¢do quimica do leite de bufalas obtida por diferentes
autores. As condi¢des ambientais desempenham um papel importante na determinacgéo
da composicéo do leite, com destaque para a alimentacdo, estadio de lactacdo, niUmero
de lactacdes, numero de ordenhas, clima, saude do animal, raca entre outros
(Gonzélez, Durr & Fontaneli, 2001).

Apesar dos problemas de padronizacgéo e legislagéo, cresce a cada ano o interesse
das inddstrias e laticinios no uso de leite de bufalas na fabricacdo de produtos, gracas

ao seu elevado rendimento e composicao quimica rica em nutrientes.



Tabela 1: Composicdo do leite bubalino obtido por diversos autores

Componentes do leite (g/ 100g)

Lactose Gordura Proteina Sélidos Totais Cinzas Referéncia

5,02 + 0,36 6,84 + 1,54 4,20 +0,49 17,23+ 1,64 - Coelho, Machado, Coldebella,
Cassoli & Corassin, 2004

3,92+0,003 5,25+ 0,96 3,87 +£0,28 14,00 + 1,19 0,40 + 0,01 Kanwal, Ahmed & Mirza,

2004
474+ 0,20 759+1,31 4,86 + 0,44 18,44 + 1,56 0,85+ 0,05 Han et al., 2007
419+0,32 7,04+ 0,84 4,36 + 0,40 16,38 + 1,01 0,72 + 0,08 Giirler, Kuyucuoglu, &
Pamuk, 2013

4,27 £0,26 4,26 £0,71 3,05+0,21 12,47 £ 0,29 - Pignata, Fernandes, Ferréo,
Faleiro & Conceicgéo, 2014

4,36 + 0,40 7,04 +0,84 419+0,32 16,38 + 1,01 0,72 + 0,07 Hashmi & Saleem, 2015

10
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Enriquecimento de lacteos com compostos bioativos

Um elevado numero de plantas consumidas pelo homem possuem substancias
fisiologicamente ativas que tém sido objeto de estudo por muitos pesquisadores na
prevencdo de doencas e promocdo da saude (Hasler, 2002). Os compostos bioativos sao
substancias presentes como constituintes naturais dos alimentos que promovem
beneficios a salde além de seu valor nutricional (Biesalski et al., 2009). De acordo com
Croteau, Kutchan & Lewis (2000), os compostos bioativos das plantas podem ser
divididos em terpenos e terpenoides (cerca de 25.000 tipos), alcaloides
(aproximadamente 12.000 tipos) e compostos fendlicos (cerca de 8.000 tipos).

Na salde humana, os compostos bioativos exercem inumeras fungdes, podendo
reagir com os radicais livres blogueando a sua atividade, protegem e reparam danos ao
DNA, possuem atividade antiinflamatdria e antioxidante, antialérgicos, antimicrobiano,
previne canceres, hipertensdo e doencas relacionadas ao dano oxidativo incluindo
doengas neurodegenerativas, cancer, doencgas cardiovasculares, inflamacdo, diabetes
tipo Il e doencas de sindrome metabodlica (Daglia, 2012; Hugel & Jackson, 2015).

Os flavonoides previnem acnes, infeccdes respiratorias, gastrointestinais e urinarias
e possuem ac¢do antimicrobiana (Cushnie & Lamb, 2011). As catequinas do cha verde
diminuem o colesterol LDL, regulam a pressdo sanguinea e podem reduzir o teor de
glicose no sangue. O extrato de cha verde adicionado a 1% na dieta de ratos diabéticos
reduziu os niveis de agucares no sangue entre 20 e 35% (Ramarathnam, Osawa, Ochi, &
Kawakishi, 1995).

Compostos fendlicos vegetais também tém sido estudados com o objetivo de
substituir o uso de antioxidantes sintéticos utilizados na industria para conservacdo dos
alimentos, podendo aumentar a vida Gtil do produto entre 15 a 200% (Soares, 2002). O
extrato de cha verde, por exemplo, na ordem de 300 ppm tem maior eficacia que o BHT
(300 ppm) sobre a estabilidade oxidativa da linguica (Bozkurt, 2006).

A eficacia dos compostos fendlicos na prevencdo da oxidacéo lipidica ocorre pelo
sequestro de radicais livres e quelacdo de metais (Shahidi, Janitha & Wanasundara,
1992), com atuacdo na etapa de iniciacdo e na propagacdo do processo oxidativo
gerando produtos intermediarios relativamente estaveis, protegendo assim os tecidos
da agdo dos radicais livres e da peroxidacdo lipidica. Ressalta-se que a eficacia da
atividade antioxidante depende do nivel de inclusdo e de sua estabilidade nas
condigOes de processamento dos alimentos (Amarowicz, Pegg, Rahimi-Moghaddam,
Barl, & Weil, 2004).
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Alguns polifenois possuem capacidade de melhorar propriedades funcionais do
leite e de produtos lacteos, pois interagem com as proteinas do leite, principalmente as
proteinas ricas em prolina, como caseinas. Eles podem melhorar a estabilidade
microbioldgica, capacidade de formar espuma, estabilidade oxidativa e estabilidade ao
calor (O’Connell & Fox, 2001). Han et al., (2011) relatam maior capacidade de
sequestrar radicais e atividade antioxidante em queijos formulados com adicdo de
compostos fenolicos isolados (catequina, galato de epigalocatequina (EGCG), acido
tanico, acido homovanilico, hesperitina e flavonas) e em forma de cha verde, extrato
de uva e cranberry desidratada, em relacdo ao queijo sem compostos fenolicos. Entre
0s queijos, aqueles formulados com extrato de uva, catequinas e flavonas tiveram
maior sequestro de radicais livres que 0s outros queijos.

Entretanto, a adi¢cdo de compostos bioativos em alimentos pode causar amargor e
adstringéncia e podem afetar negativamente a cor, o sabor e a textura dos alimentos
(Verbeke, 2006; Giroux et al., 2013), o que conduz a diminuicdo do consumo e
aceitabilidade do consumidor, limitando o uso de extratos funcionais de plantas em
doses mais elevadas (Ares, Barreiro, Deliza, & Gambaro, 2009). A adicdo de 2 g/kg de
extrato de chd verde em queijos Cheedar eleva a atividade antirradical (27.6 mM
Trolox equivalente/g) dos queijos, porém, a avaliacdo sensorial mostra que esses
queijos tiveram elevada adstringéncia o que afeta negativamente o sabor (Giroux et al.,
2013). Neste sentido, os testes de aceitabilidade sensorial sdo essenciais para 0
desenvolvimento de um produto funcional.

Manjericdo )

O manjericdo € uma planta originaria da Asia, popularizou-se pelo mundo como
planta ornamental e hoje € utilizado como condimento em varias preparacdes (Ledo et
al., 2013). E espécie pertencente a familia Lamiaceae, também conhecido
popularmente como: manjericdo branco, alfavaca, alfavaca-doce, manjericdo-doce,
remédio-de- vaqueiro, segurelha, alfavaca-d’américa, erva-real, basilico-grande,
manjericdo-de- folha-larga, alfavaca-cheirosa (Pereira & Moreira, 2011).

Plantas do género Ocimum incluem 150 espécies com uma grande variedade
morfolégica e biolégica, na composicdo de 6leos essenciais e composi¢do quimica
(Danesi et al., 2008). Seu ciclo pode ser anual ou perene, dependendo do local de
cultivo ou de acordo com as caracteristicas agrondémicas observadas. Possui caule ereto

e ramificado, podendo atingir 50-100 cm de altura. Suas folhas possuem coloracéo
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variada, a partir de tons de verde ou roxo, podendo ser lisas ou onduladas. As flores
sdo pequenas e dispostas em ramos eretos, geralmente em grupos de trés, podendo
assumir tons de branco, lilas ou vermelho. O manjericdo de folhas verdes é o mais
conhecido e cultivado e as espécies mais raras e mais aromaticas sao as de folhas
avermelhadas (Simon & Morales, 1999).

O manjericdo, na medicina tradicional brasileira, é indicado contra bronquite,
tosses e dores de garganta (Vieira & Simon, 2000). Na culinéria, as folhas de
manjericdo frescas ou desidratadas sdo muito utilizadas, conferindo aroma e sabor aos
alimentos. As folhas do manjericdo sdo ricas em vitamina A e C, vitaminas B (1, 2, 3)
e minerais (célcio, fosforo e ferro), possui taninos, flavondides, saponinas, canfora e os
6leos essenciais como: timol, estragol, metil-chavicol, linalol, eugenol, cineol e pireno
(Pereira & Moreira, 2011).

Os oOleos essenciais do manjericdo sdo extraidos de suas folhas e flores e sdo
destinados a producao de farmacos, perfumes, cosméticos e temperos. Atuam também
como inseticidas, nematicidas, fungistaticos e tém propriedades antimicrobianas
(Vieira & Simon, 2006). Vieira & Simon (2000) descrevem 0s principais 0leos
essenciais encontrados em diferentes cultivares de Ocimum: espécies de O.
gratissimum possuem maiores teores de eugenol (40-66%) e timol (31%) em
percentagem relativa do teor de dleo total; O. campechianum contém alto teor em 1,8-
cineol (62%) e B-cariofileno (78,7%); O. basilicum destaca-se pelo elevado teor de
1,8-cineole (22%), linalol (49,7%), metil chavicol (47%) ou cinamato de metila
(65,5%); O. americanum var,americanum apresenta teor alto de cinamato de metila
(>90%).

O manjericdo possui muitos compostos antioxidantes, podendo prevenir ou
retardar a oxidacdo lipidica em alimentos mantendo suas qualidades nutricionais,
podendo ser também usado de forma medicinal na prevengdo e cura de doencas
associadas aos danos oxidativos (Danesi et al., 2008). Dentre as substancias
encontradas com poder antioxidante estdo: compostos fendlicos (flavondides, acidos
fendlicos e taninos), os nitrogenados (alcaloides, aminodacidos, fosfolipideos,
peptideos, aminas e derivados de clorofila), os pigmentos carotenoides, tocoferdis,
acido ascorbico, acido fitico e esterdis (Velioglu, Mazza, Gao, & Oomah, 1998).

Carocho et al., (2016) relatam forte atividade antioxidante do manjericdo
adicionado aos queijos Serra da Estrela, preservando os acidos graxos poli-insaturados

e proteinas do queijo. Pitaro, Fiorani, & Jorge, (2012) relatam que extratos etanolicos
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de manjericdo (Ocimum basilicum L.) in natura e orégano (Origanum vulgare L.) seco
melhoram a estabilidade oxidativa de 6leo de soja.

Em relacdo a salde humana, Ledo et al. (2013) utilizando cultura de leucdcitos
humanos expostos a perdxido de hidrogénio e extrato hidroalcodlico de manjericéo,
relatam que o manjericdo é eficaz na protecdo das células, sendo um potente
antioxidante. Os 6leos essenciais do manjericdo afetam a viabilidade de células de
cancer cervical (HeLa) e células de carcinoma epidermoide de laringe humano (HEp-
2) (Kathirvel & Ravi, 2012).

A Tabela 2 apresenta alguns dos compostos fendlicos encontrados no manjericdo
por diversos autores. A diferenca na composicdo fendlica do manjericdo deve-se a
muitos fatores como: variedade entre as plantas, local de crescimento, tratamento pds-

colheita e condicdes de armazenamento (Lu, Gao, Chen, Charles, & Yu, 2014).

Tabela 2: Composicdo fenolica do manjericdo relatada por varios autores

Nome Massa Molecular (u)  Férmula Autores
Acido Cafeico 180,16 CyHgOy4 Koca & Karaman, (2015);
Carocho et al.,(2016)
Acido Caftarico 312,23 CisH1O9  Lee & Scagel, (2009); Scagel
& Lee, (2012)
Acido chicérico 474,37 CxHi301,  Lee & Scagel, (2009); Kwee &

Niemeyer, (2011); Koca &
Karaman, (2015)

Acido clorogénico 354,31 CieH1g09  Fischer et al., 2013
Acido galico 170,12 C,;HgOs Fischer et al., 2013
Acido rosmarinico 360,32 CigH1cOs Lee &  Scagel, (2009);
Carocho et al., (2016)
Acido ursélico 456,71 C30His05;  Lu, Gao, Chen, Charles, & Yu,
(2014)
Quenferol 286,23 CisH100s  Fischer et al., (2013); Carocho
etal., (2016)
Quercetina 302,23 CisH100;  Fischer et al., 2013

Os compostos fenolicos do manjericdo possuem muitas propriedades medicinais.
O acido rosmarinico € um éster de acido cafeico (AC) e acido 3,4- diidroxifenil latico,
apresenta atividades bioldgicas, como atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria e antimutagénica, inclusive atuando também no sistema nervoso central
(Vieira, 2013). Lee & Scagel (2009) relatam que o &cido chicorico possui potencial
antioxidante, anti-inflamatorio, antiviral e propriedades imunoestimulantes, além disso
0 acido L-chicorico 2 é um dos compostos mais promissores na inibicdo da enzima
HIV-integrase (Ferreira et al, 2010).0 acido cafeico é antiviral, anti cancerigeno, anti-

inflamatdrio e antioxidante (Lin & Yan, 2012).
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A quercetina € um flavondide com alta acdo antioxidante, também possui
propriedades quelante e estabilizadora do ferro, exerce acdo hepatoprotetora e
antifibrinogénica, possui acdo antitumoral, anticancerigena e contra doencas
cardiovasculares (Behling, Send&o, Francescato, Antunes, & Bianchi, 2004). No
geral, a habilidade antioxidante dos flavonoides depende do potencial de quelacéo
com metais que é fortemente dependente do arranjo dos grupos hidroxilas e
carboxilas ao redor da molécula, da presenca de hidrogénio ou doadores de elétrons
substituintes capaz de reduzir os radicais livres e por fim, da habilidade do flavondide
em deslocar o elétron ndo parelhado levando a formacdo de um radical fenoxilo
estavel (Gulgin, 2012).

O potencial de uso e estudo do manjericdo é bastante vasto. Diante de suas varias
caracteristicas quimicas, o0 manjericdo possui grande aptiddo de adicdo na elaboracéao

de produtos com caracteristicas funcionais.
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Il - OBJETIVOS GERAIS

Objetivou-se avaliar a influéncia da adicdo de manjericdo em doses crescentes aos
queijos tipo frescais elaborados com leite de bufala organico com até 21 dias de
armazenamento nas caracteristicas funcionais (teor de compostos fendlicos totais,
capacidade antioxidante e retencdo dos compostos bioativos), tecnologicas (alteracdes
fisico-quimicas, texturais), microbiolégicas (atividade antimicrobiana) e avaliacdo dos
atributos sensoriais.
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I11. Influéncia da adicdo de manjericdo nas caracteristicas funcionais

de queijos tipo frescais elaborados com leite de bufala organico®
1 — Elaborado segundo normas da revista LWT — Food Science and Technology

RESUMO

A inclusdo do manjericdo no desenvolvimento de queijos tipo frescais fabricados com
leite organico de bdfalas foi estudada. Os tratamentos foram: O (controle), 0,25, 5,0 e
7,5 g/lkg MS de manjericdo. Os queijos foram armazenados sob refrigeragéo de 4+1 °C
por até 21 dias. Analisou-se o teor de polifendis totais e atividade antioxidante,
coeficiente de retencdo dos compostos fenolicos, atividade microbiana e caracteristicas
sensoriais. O manjericdo apresentou teor de polifendis totais de 100,65+1,41 mg
equivalente acido galico/grama (mg EAG/Qg), sendo identificados: &cido cafeico, acido
feralico, &cido rosmarinico e quercetina e apresentou atividade antioxidante satisfatoria.
O teor de polifendis totais dos queijos variou de 0,395 (controle) a 0,617 mg EAG/g
(5,0 g/kg de manjericdo) com 1 dia de armazenamento, com reducdo significativa dos
polifendis nos queijos armazenados por 21 dias. O coeficiente de retencdo dos
polifendis nos queijos variaram de 0,52 a 0,77. Queijos elaborados com manjericéo
apresentaram maior atividade antioxidante. Houve menor crescimento de coliformes
totais e Staphylococcus aureus nos queijos com 21 dias de armazenamento elaborados
com manjericdo em relacdo ao controle. As analises sensoriais mostraram preferéncia
aos queijos adicionados de 2,5 e 5,0 g/kg de manjericdo. O manjericdo melhora as
caracteristicas funcionais e microbioldgicas de queijos tipo frescal e possui boa
aceitabilidade do consumidor.

Palavras-chave: antioxidantes, analise sensorial, atividade antimicrobiana, coeficiente
de retencdo, polifendis

Keywords: antimicrobial activity, antioxidants, polyphenols, retention coefficient,
sensory analysis
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1. INTRODUCAO
O manjericdo (Ocimum basilicum L.) é uma planta rica em polifendis, relatada por

possuir propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antifingicas (Carocho et al.,
2016). Os galhos possuem principalmente fibras, 6leos essenciais e minerais como
nitrogénio, célcio, potassio e magnésio. As folhas do manjericdo possuem quantidade
expressiva de caroteno, vitamina B (1, 2, 3), vitamina C, minerais (calcio, fosforo e
ferro), polifendis e éleos essenciais (Dumbrava & Moldovan, 2012).

Alimentos funcionais sdo aqueles que além de seu valor nutritivo, demonstram agéo
benéfica ao organismo em relacdo a salude e bem-estar ou para reducdo de risco de
doengas (Roberfroid, 2002). Um alimento pode se tornar funcional aumentando a
concentracdo, adicionando ou melhorando a biodisponibilidade de um ingrediente
bioativo, dentre eles: probidticos, fibras, fitoquimicos, vitaminas, minerais, ervas,
O0mega-3, peptideos-proteinas entre outros (Arvanitoyannis & Houwelingen-
Koukaliaroglou, 2005; Roberfroid, 2002).

Os polifendis presentes em plantas possuem propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, protegendo o organismo contra canceres e doencas cardiovasculares
(Harbourne, Jacquier, & O’Riordan, 2011). Os polifendis sdo muito utilizados na
indUstria e por pesquisadores a fim de retardar a degradacéo oxidativa dos lipideos nos
alimentos (Javanmardi, Stushnoff, Locke, & Vivanco, 2003). Neste sentido, varios
pesquisadores tém utilizado o queijo como veiculo de inclusdo de plantas, extratos
condimentares e polifendis puros (Faion et al., 2015; Hala, Ebtisam, Sanaa, Gad, &
Marwa, 2010; Libréan et al., 2013; Marinho, Bersot, Nogueira, Colman, & Schnitzler,
2015; Silva, Matumoto-Pintro, Bazinet, Couillard, & Britten, 2015).

Devido a grande quantidade de &cidos graxos poli-insaturados no leite bubalino
(El-Salam & EI-Shibiny, 2011), o queijo tipo frescal possui maior susceptibilidade a
oxidacdo, assim, a inclusdo do manjericdo aos queijos tipo frescais pode contribuir para
a sua conservacgdo e trazer beneficios ao consumidor. Desta forma, objetivou-se: (I)
determinar a composicao fenolica e atividade antioxidante do manjericéo; (11) avaliar a
concentracdo de polifendis totais e atividade antioxidante de queijos formulados com
doses crescentes de manjericdo; (I1l) determinar o coeficiente de retencdo dos

compostos fendlicos do manjericdo nos queijos; (IV) testar a atividade antimicrobiana
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do manjericdo e (V) avaliar as caracteristicas sensoriais de queijos tipo frescais
elaborados com diferentes teores de manjericéo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes

Cloreto de célcio, Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio, acido galico, radical 2,2"-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), persulfato de potassio,
Radical Livre 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH), tampdo fosfato salino (PBS)
foram procedentes da SigmaAldrich (Spruce Street, St Louis, USA). A protease foi
proveniente de HA-LA (Hansen A/S, Dinamarca). Os outros reagentes utilizados foram

de grau analitico.

2.2 Leite

O leite de bufalas Murrah criadas em sistema orgénico de producdo e ordenha
mecanizada foi obtido no Instituto Agronémico do Parana (IAPAR, Lapa, PR). Foram
utilizados 15 litros ao total, coletados em dois dias sendo pasteurizado a 65 °C por 30

minutos e refrigerado a 4 + 1 °C.

2.3 Manjericao

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) foi adquirido de um produtor local em
Maringd/PR (Latitude: 23° 25' 38" Sul, Longitude: 51° 56' 15" Oeste). Galhos e folhas
foram higienizados com agua e hipoclorito de sddio (200 ppm, 5 min.) e colocados em
estufa a 55 °C por 24 horas. Os galhos e folhas do manjericdo foram moidos em
processador de alimentos e peneirados a 60 mesh. Depois, foi acondicionado em potes
ao abrigo da luz sob refrigeracdo. A composicao quimica do manjericdo foi determinada
através de analises de proteina bruta, extrato etéreo, fibra alimentar e matéria mineral
segundo Association of Official Analitical Chemists (AOAC, 1992) e calculadas com

base na matéria seca.

2.4 Determinac6es dos compostos fenolicos em HPLC

A extracdo dos compostos fendlicos do manjericdo foi realizada com metanol 60%
em proporgdo 1:10 (m/v), em agitador tipo vortex por um minuto, seguida de descanso
de 10 minutos, quatro vezes. Depois, o extrato foi centrifugado (3.000 rpm, 10 min., 22

°C) e aplicado em cartucho de extracdo de fase sdlida (Oasis HLB, Waters Corporation,
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Milford, EUA), com eluicdo utilizando metanol 80%, resultando na concentracgdo final
7,77 mg/mL. Os compostos fendlicos foram identificados e quantificados com uso de
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Alliance Waters 2695, Mildford, EUA),
equipado com mddulo de separacdo, bomba quaternaria e detector de foto diodo. A
separacdo foi obtida com uma coluna C18 de fase reversa (ACE3 C18-AE, 150 mm X
4.6 mm x 5um) a 40 °C. A fase movel foi constituida por agua em acido férmico 0,1%
(solvente A) e acetonitrila em acido formico 0,1% (solvente B) em gradiente de acordo
com Lu et al. (2014), em fluxo 0,8 mL/min. A detec¢do dos compostos foi realizada
entre 280 e 330 nm e a identificagdo foi através de comparacdo ao espectro UV de
padrbes comerciais. A quantificacdo foi realizada com uso dos padr@es de acido cafeico,
acido ferulico, acido gélico, acido rosmarinico e quercetina (Sigma Aldrich, Spruce
Street, St Louis, EUA). Compostos desconhecidos que apresentaram espectro UV
semelhante ao espectro UV da quercetina foram quantificados como equivalente
quercetina. Picos desconhecidos com espectro UV similar ao acido galico foram

quantificados como equivalente acido galico.

2.5 Fabricacao dos queijos tipo frescais

Ao todo, foram fabricados 56 queijos. Para a analise do teor de polifendis totais
(TPT) e atividade antioxidante (AA), utilizou-se 24 queijos, 6 para cada tratamento,
analisados com um e 21 dias de armazenamento refrigerado. A analise microbiolégica
foi realizada em 8 queijos, 2 de cada tratamento, fabricados e armazenados por 21 dias a
4+ 1 °C. A analise sensorial foi realizada em 8 queijos para os tratamentos: 0,25, 0,5 e
7,5 g/kg de manjericéo.

O processo de fabricacdo de cada queijo controle foi realizado utilizando 250 mL
de leite aquecido a 37 °C com adicédo de solucdo de cloreto de calcio (0,1 mL) e enzima
protease (HA-LA) (2,5 mg). Fez-se a mexedura, colocou-se em estufa a 35 °C por 45
minutos. Realizou-se o corte da massa com descanso de 15 minutos e posteriormente a
enformagem. Depois, 0s queijos foram mantidos em repouso por uma hora a 4+1 °C,
fez-se a viragem e passados 30 minutos, os queijos foram embalados e permaneceram
sob refrigeracdo a 4+1 °C por até 21 dias. Para fabricagdo dos queijos dos outros trés
tratamentos, o manjericdo foi misturado ao leite apds a pasteurizacdo e repetiu-se o

mesmo procedimento descrito para o controle.
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2.6 Determinag0es de compostos bioativos
2.6.1 Preparagéo dos extratos

Para a preparacdo dos extratos, pesou-se um grama de manjericdo, um grama de
cada queijo e um grama do soro em tubos tipo falcon envoltos em papel aluminio,
adicionou-se alcool metilico 100% nas propor¢fes de 1:20 (m/v) para 0 manjericao e
1:10 (m/v) para os queijos e soro, em seguida, os tubos foram colocados em agitador de
tubos por 10 minutos e foram submetidos a centrifugacdo (3000 rpm) por 15 minutos. O

sobrenadante foi utilizado para as analises.

2.6.2 Teor de polifendis totais (TPT)

O TPT foi mensurado no manjericdo, nos queijos com 1 e 21 dias de
armazenamento e no soro da fabricacdo dos queijos através do meétodo de Folin-
Ciocalteau (Singleton & Rossi, 1965). Aliquotas de 150 pL de extrato foram misturadas
com 125 puL do reagente Folin-Ciocalteu (1:1 dgua deionizada) e 2250 mL carbonato de
sodio (28 g/L). Amostras permaneceram ao abrigo de luz por 30 min. e realizou-se a
leitura em espectrofotdmetro a 725 nm. Acido galico foi utilizado para a determinagio
da curva padrdo, os resultados das absorbancias foram expressos em miligrama de
equivalente &cido gélico (EAG) por grama de amostra.

2.6.3 Teor de flavondides totais

No manjericdo, determinou-se o teor de flavondides totais segundo Woisky &
Salatino (1998) com modificagdes de Sanchez et al. (2010). Aliquotas de 300 uL do
extrato foram adicionados a 150 pL de cloreto de aluminio (AlCl3) e 2550 pL de alcool
metilico 80% seguidos de repouso por 30 min. ao abrigo de luz. A leitura foi realizada
em espectrofotdbmetro a 425 nm. Utilizou-se quercetina para determinacdo da curva
padrdo e os resultados foram expressos em miligrama de quercetina por grama de
amostra (mg EQ/qg).

2.5.4 Atividade antioxidante (AA)

A determinacdo da AA foi feita em amostras de queijos com 1 e 21 dias de
armazenamento a partir dos metodos: sequestro do radical 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) descrito por Re et al., (1999), sequestro
do Radical Livre 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) (Li, Hydamaka, Lowry, &
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Beta, 2009) expressos em porcentagem e poder de reducdo do ferro conforme (Zhu,
Hackman, Ensunsa, Holt, & Keen, 2002) expresso em mg EQ/g.

O sequestro do radical livre ABTS foi determinado com 5 mL de radical ABTS"
(7mM) com 176 mL de persulfato de potassio (140 mM) e ap6s 16 horas ao abrigo de
luz, a solucdo ABTS foi diluida em alcool etilico até atingir a absorbancia de 0.70 *
0.02. A leitura foi mensurada em espectrofotdbmetro a 734 nm. Aliquotas de 40 uL de
extratos de manjericdo e queijo foram adicionadas a 1.96 uL de solucdo ABTS ao
abrigo de luz e as absorbancias foram lidas apds 6 minutos.

No método DPPH, aliquotas de 150 pL de extrato foram misturadas com 2,85 mL
do radical DPPH (0,06 mM), homogeneizadas em vortex e mantidas ao abrigo de luz
durante 30 minutos. As leituras foram feitas em espectrofotémetro a 515 nm. Os
resultados das leituras de ABTS e DPPH foram calculados pela equacéo 1:

% atividade ABTS/ DPPH = (1- (A amostra t=0/ Aamostrast) X 100
Onde:
Aamostra: Absorbancia da amostra no tempo zero;
Aamostras: Absorbancia das amostras durante os tempos.

Para a analise do poder de reducdo do ferro, amostras foram misturadas com alcool
metilico e aliquotas de 250 pL do extrato foram misturados com 1,25 mL de Tampao
fosfato (pH 7) e 1,25 mL de Ferricianeto de Potassio 1% (K3[Fe (CN)g]) e incubados a
50°C por 20 minutos. Entdo, apos resfriamento dos extratos, seguiu-se a adi¢do de 1,25
mL de acido tricloroacético 10% e a mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 10
minutos. Adicionou-se 2,5 mL do sobrenadante com 0,5 mL de Cloreto de Ferro il
(FeClsll) e a absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro a 700 nm. Os resultados
foram expressos em mg de &cido galico equivalente (GAE) por grama de
manjericdo/queijo.A curva padréo de acido galico variou de 0 a 300 mg/L.

2.5.5 Coeficiente de retencéo de polifendis no queijo
A quantidade de compostos fendlicos recuperados no queijo foi mensurada
subtraindo a quantidade de compostos fendlicos totais no soro do total de compostos

fendlicos adicionados inicialmente ao leite conforme equagéo 1:

RC= (Teor de compostos fenolicos inicial no leite)— (Teor de compostos fenolicos no
soro de leite)

Teor de compostos fendlicos inicial no leite
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O coeficiente de retencdo foi expresso na escala de 0-1. Um alto coeficiente de
retencdo (proximo a 1) reflete maior compostos fendlicos retidos na coalhada (Han et
al., 2011).

2.7 Atividade antimicrobiana do manjericao

A concentracdo minima inibitéria (CMI) do manjericdo foi determinada através do
teste de difusdo por pogo conforme a metodologia CLSI M7-09 (2012) utilizando
microplacas de 96 pocos com diluicbes em serie para as cepas dos microrganismos:
Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Escherichia coli nas concentragdes 10* CFU/
mL. O extrato do manjericdo foi diluido com agua destilada estéril contendo 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) para a proporcdo final de 200 mg/ mL. A placa de 96 pogos
foi incubada a 45 °C por 24 horas e depois, a CMI foi dada através da inibicdo de
crescimento microbiano dado pela observacao visual da turvacdo do poco. Os testes
foram realizados em triplicada para cada espécie de microrganismo.

O método de difusdo em disco de &gar foi realizado conforme a metodologia de
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2015). Neste procedimento,
as placas de &gar foram inoculadas com um inoculo padronizado de S. aureus,
Salmonella sp. e Escherichia coli. Em seguida, colocou-se discos de papel de filtro (6
mm de didmetro), contendo o manjericdo, na superficie de agar. As placas de Petri
foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Geralmente, o agente antimicrobiano difunde
para dentro do agar e inibe a germinagdo e o crescimento do microrganismo de teste.

Posteriomente, os didmetros das zonas de crescimento de inibi¢cdo sdo medidos.

2.7 Andlises microbioldgicas

As contagens de Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e de coliformes totais
foram realizadas nos queijos apos 21 dias de armazenamento, utilizando-se as técnicas
de contagem em placas Petrifilm, de acordo com o material e procedimentos
determinados pelo fabricante (3M Company, St. Paul, MN, EUA).

2.8 Analises Sensoriais
A andlise sensorial foi realizada nos queijos com 2,5, 5,0 e 7,5 g/kg de manjericdo
apos 24 horas de fabricacdo, armazenados sob refrigeracdo. A salga dos queijos foi
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realizada no dia da andlise sensorial através de salmoura com concentracdo de 15% de
sal (NaCl), com imersdo dos queijos por 10 min. A anélise sensorial dos queijos foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Maringa
(CAAE: 62124616.6.0000.014). As amostras de formato de cunha (2,28 cm de aresta)
foram servidas codificadas com nameros aleatorios de trés digitos.

A aceitabilidade dos queijos foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por
Meilgaaret al. (1988), por 101 consumidores ndo treinados. Os atributos avaliados
foram: sabor, cor, textura, aroma e aparéncia global empregando-se teste de aceitacéo
com utilizacdo de escala heddnica de nove pontos, semi-estruturada, que variou de 1

ponto = desgostei extremamente e 9 pontos = gostei extremamente.

2.9 Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia usando o modelo
linear geral (GLM) com SPSS (v.15.0) (IBM SPSS Statistics, SPSS Inc., Chicago,
USA) do Windows. Médias e desvio padrdo foram calculados para cada variavel. As
concentracdes de manjericdo (0, 2,5, 5,0 e 7,5 g/kg) e o tempo de estocagem (1 e 21
dias) foram considerados fatores fixos no modelo fatorial para as variaveis: teor de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante havendo trés repeticGes por
tratamento para cada analise. Quando as diferencas foram estatisticamente

significativas, teste de Tukey foi utilizado com nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagdes do manjericao

O manjericdo apresentou na sua composicao teor de proteina bruta, extrato etéreo
e fibra bruta de 8,56+0,12, 3,24+0,73 e 11,79+0,22 g/100 g MS respectivamente. O teor
de matéria mineral (14,25+0,08 g/100 g MS) foi proximo ao Ocimum gratissimum
(13,67+0,13g/100 g MS) observado por Khalid (2006). A concentracdo de proteina
bruta foi abaixo dos valores 20,18+0,09 g/100 g MS e 20,15+0,01 ¢g/100 g MS relatado
nas folhas de O. gratissimum e O. basilicum respectivamente (Ifesan, ljarotimi &
Osundahunsi, 2006). Essas diferencas no teor protéico provavelmente deve-se a
inclusdo de galhos do manjericdo alem de folhas, com aumento no teor de fibras e

reducdo nos teores de PB, caracterizando-se em um efeito de diluicéo.
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O cromatograma do extrato de manjericdo é apresentado na Figura 1. Do total de
compostos detectados, quatro foram identificados através de padrGes comerciais: &cido

cafeico, acido ferulico, acido rosmarinico e quercetina (Tabela 1).
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Figura 1: Cromatograma de extrato de manjericdo a 275 nm. 1= 4cido cafeico; 2=4cido
feralico; 3= &cido rosmarinico; 4= quercetina.

Os compostos fendlicos sdo compostos secundarios envolvidos em varias respostas
das plantas a estimulos bidticos e abidticos, a quantidade produzida pode variar
conforme: nutricdo da planta, maturidade, area da planta analisada, temperatura e a
colonizacdo das plantas por fungos (Scagel & Lee, 2012). A concentracdo de acido
cafeico (2,38+0,80 mg/100g MS) foi inferior a 14 mg/100g MS do cultivar Purple
Ruffles (McCance, Flanigan, Quick, & Niemeyer, 2016). Os valores de acido ferulico
(71,82+9,91 mg/100g MS) foram menores que 510 mg/100g MS do cultivar Sweet
(Ghasemzadeh et al., 2016). Igualmente, houve menor concentracdo de acido
rosmarinico (117,82+27,36 mg/100g MS) que 683 mg/100g MS para manjericdo green
Iranian e 499 mg/100g MS para 0 manjericdo Genovese (Luna et al., 2015). Além das
diferencas entre os cultivares que deve ser considerada é provavel que a planta inteira

utilizada (folhas e galhos) tenha influenciado nestes valores.
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Tabela 1: Fragmentacdo dos compostos fendlicos do manjericdo estudado por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

N° do pico Tempo de  Comprimento Composto Concentracéo
retencdo  de onda (hm) (mg/100g MS)
(min)
1 7.2 325 Ac cafeico 2,38+0,80

2 11,4 325 Ac ferulico 71,8249,91
3 15,6 330 Ac rosmarinico  117,82+27,36

4 19,2 365 Quercetina 0,640x0,380
Picos desconhecidos EAG 2019,073+44,86
Picos desconhecidos EQ 906,80+247,81

*médiaxdesvio padrdo em triplicata

O teor de polifendis totais (TPT) no manjericdo estudado pelo metodo Folin-
Ciocateau foi 100,65+1,41 mg EAG/g MS, destes, 74,06£4,96 mg EQ/g MS sao
flavonoides totais. O TPT encontrado, estdo acima de 17,58 mg EAG/g MS encontrados
nas folhas do manjericdo no cultivar Spice (hibrido Ocimum basilicum e Ocimum
americanum) (Kwee & Niemeyer, 2011) e acima de 26,9 mg EAG/g MS do cultivar
Purple Delight (Flanigan & Niemeyer, 2014). Possivelmente, as presencas de ligninas e
taninos nos galhos do manjericdo podem ter aumentado o conteddo de polifendis totais
do manjericao neste estudo.

Os polifendis atuam como agentes antioxidantes através da transferéncia de
elétrons, transferéncia de atomos de hidrogénio e quelacdo de metais catalizadores. Sua
atividade antioxidante depende da sua estrutura quimica como 0 numeros e posicdes dos
grupos hidroxila em relagcdo ao grupo funcional carboxila (Balasundram, Sundram, &
Samman, 2006; Karaosmanuglu & Kilmartin, 2015). A capacidade antioxidante do
manjericdo em reduzir o Fe(lll) através da doacédo de elétrons foi 69,9 mg EAG/g. Ja a
capacidade antioxidante do manjericdo através da transferéncia de hidrogénio
mensurada pelo sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS revela maior sequestro do
radical livre ABTS (76,3%) em relacdo ao sequestro do radical DPPH (44,9%). O
método do sequestro do radical ABTS mede a atividade antioxidante de compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica enquanto o método do sequestro do radical DPPH mede
a atividade antioxidante apenas em meio orgéanico limitando assim a mensuragdo dos
antioxidantes hidrofilicos (Gulgin, 2010; Karadag, Ozcelik, & Saner, 2009).

A atividade antioxidante (AA) do manjericdo pode ser atribuida, em parte, com
as caracteristicas dos compostos fenoélicos identificados. Varios autores afirmam que o

acido rosmarinico (Kittipongpittaya, Panya, Phonsatta, & Decker, 2016), acido cafeico
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(Lin & Yan, 2012), acido ferulico (Takahashi, Kashimura, Koiso, Kuda, & Kimura,
2013) e a quercetina (Behling, Senddo, Francescato, Antunes, & Bianchi, 2004)

apresentam alta AA.

3.2 Teor de compostos bioativos e atividade antioxidante dos queijos

O principal objetivo de se adicionar 0 manjericdo aos queijos € aumentar a
concentracdo de compostos fendlicos. O TPT nos queijos e a AA sdo descritos na tabela
2. O queijo controle apresentou TPT de 0,395 mg EAG/g. Os compostos fenolicos
quantificados possivelmente derivam do leite utilizado, sendo provenientes da
alimentacdo do animal, do catabolismo de amino&cidos ou atividade microbiana no
ramen (O’Connell & Fox, 2001). Os queijos com adi¢do de manjericdo apresentaram
aumento do TPT paralelo ao aumento da concentracdo do manjericdo adicionado ao
queijo, sendo a 0,617+£0,019 mg EAG/g nos queijos com 5,0 g/kg de manjericao.

Em relacdo a AA, o queijo controle apresentou menor capacidade de transferéncia
de atomos de hidrogénio e de elétrons em relacdo aos demais. Esta AA provém de
componentes do leite como tocoferol, retinol e vitamina C (Balestrieri et al., 2002;
Zulueta et al., 2009). A AA dos queijos com adicdo de manjericdo diferiu entre os
métodos utilizados. No método do sequestro do radical livre DPPH, queijos com adigdo
de manjericdo obtiveram maior sequestro quando comparados ao controle, porém sem
diferenca entre as concentracGes adicionadas. No método ABTS, queijos com 5,0 e 7,5
0/kg apresentaram maior sequestro do radical ABTS que os demais. O poder de redugéo
do ferro foi maior para queijos elaborados com 7,5 g/kg de manjericdo no primeiro dia
de armazenamento.

Aos 21 dias de armazenamento, todos os queijos apresentaram reducdo do teor de
TPT e AA. A reducdo da AA foi devido, provavelmente, a instabilidade dos polifendis e
outras substancias com poder antioxidante, que passam por numerosas reacgoes

enzimaticas e quimicas durante tempo de armazenamento (Hala et al., 2010).
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Tabela 2: Polifenois totais e atividade antioxidante de queijos de bufala tipo frescais
elaborados com concentragdes crescentes de manjericao

Tratamentos

Controle 2,5 g/kg 5,0 g/kg 7,5 g/kg Valor P

Polifenais totais (mg EAG/Q)

1 dia 0,395+0,01™° 0,587+0,00" 0,617+0,02" 0,615+0,02** <0,01
21dias  0,23+0,00%°  0,328+0,025° 0,374+0,0252 0,373+0,02%%  <0,01
ValorP  <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Capacidade de sequestro do DPPH (%)

1 dia 13,08+0,47"°  26,07+1,05™ 27,97+2,81"% 28,88+1,15™ <0,01
21 dias  4,86+0,31%°  19,24+0,53"2 20,42+1,6452 21,20+0,44%%  <0,01
ValorP  <0,01 0,001 0,016 <0,01

Capacidade de sequestro do ABTS (%)

1 dia 12,03+0,11°°  37,46+4,36"" 49,36+0,60™ 53,03+0,68™ <0,01
21 dias  8,56+1,96%°  11,23+1,52%®  14,50+2,8852 15,80+1,18% 0,008
ValorP 0,038 0,001 <0,01 <0,01

Poder redutor do ferro (mg EAG/Q)

1 dia 0,730+0,01""  0,878+0,01"¢ 1,009+0,00"° 1,13+0,00"  <0,01
21dias  0,351+0,01%°  0,410+0,04%° 0,396+0,01%®  0,428+0,00%% 0,013
ValorP  <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Médias com diferentes letras mailsculas na mesma coluna possuem diferenca significativa (P<0.05).
Médias com diferentes letras minGsculas na mesma linha possuem diferenca significativa (P<0.05). Os
resultados estdo expressos em média + desvio padrdo, em triplicata.

3.4 Coeficiente de retencéo dos polifenois nos queijos
A retencdo dos compostos fenolicos nos queijos é atribuida as interacdes existentes

entre os polifenois e as proteinas do leite, principalmente caseinas (Han et al., 2011). As
interaces podem ser induzidas por pontes de hidrogénio, hidrofébicas, ligagcdes ibnicas
e covalentes entre as moléculas de polifendis e proteinas (Fadavi & Beglaryan, 2013;
Han et al., 2011). Um alto coeficiente de retencdo, proximo a um, é desejavel, indicando
pouca perda dos compostos fenolicos. O coeficiente de retencdo de queijos formulados
com 2,5, 5,0 e 7,5 g/kg de adicdo de manjericdo foram respectivamente: 0,52, 0,70 e
0,77, demonstrando que a dose 7,5 g/kg de manjericdo adicionada aos queijos gerou

maior retencdo de compostos fendlicos.

3.5 Avaliacéo do poder antimicrobiano do manjericéo

A atividade antimicrobiana do manjericao é relatado por varios autores (Favorito et
al., 2011; Hussain, Anwar, Hussain Sherazi, & Przybylski, 2008; Lee & Scagel, 2009).
O écido ferulico, presente no manjericdo, mostra grande efeito inibidor para Listeria

monocytogene, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus na concentragdo de 1500 ppm
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(Takahashi et al., 2013). A quercetina possui atividade antiviral relacionado a sua
capacidade de se ligar as proteinas virais e interferir com a sintese de acidos nucléicos
(Formica & Regelson, 1995). Porém, 0 manjericdo puro estudado ndo apresentou efeito
inibitdério para os microrganismos S. aureus, Salmonella sp. e E. coli. Provavelmente, a
auséncia da atividade antimicrobiana do manjericdo pode ser atribuida & baixa
concentracdo de agentes antimicrobianos presentes no extrato, material utilizado como
solvente e processo de extragéo utilizado.

Nos queijos ap0s 21 dias de armazenamento, 0s testes microbiologicos
mostraram menor quantidade de microrganismos patogénicos nos queijos enriquecidos
com manjericdo (Tabela 3). Neste caso, o teor de polifendis totais e a presenca de éleos
essenciais no manjericdo podem ter criado condicdes que reduziram o crescimento de
coliformes totais e S. aureus, associados com a qualidade do leite, a higiene no processo

de fabricacgéo e a atividade dos lactobacilos do leite bubalino.

Tabela 3: Contagem de coliformes totais, S. aureus e Salmonella sp. em queijos tipo
frescais, em duplicata, com 21 dias de armazenamento a 4°C

Coliformes totais  S. aureus (UFC/qg) Salmonella sp
(UFC/g) (UFC/q)
Controle 3,7x10° 1x10° Ausente
2,5 glkg 7,5x10° 5x10" Ausente
5,0 g/kg 1,25x10° 5x10" Ausente
7,5 glkg 2,65x10° 3,5x10° Ausente

UFC: Unidades formadoras de colénia

3.9 Andlises sensoriais
A anélise sensorial € uma ferramenta de grande importancia na elaboracdo de

produtos novos. Os queijos foram avaliados por 101 provadores e os resultados estdo
descritos na Tabela 4. As notas variaram entre 6 (gosto ligeiramente) e 7 (gosto
moderadamente). Considerando a concentracdo de manjericao adicionada, queijos com
2,5 e 5,0 g/kg de manjericdo apresentaram as melhores notas em relacéo a cor, textura,
sabor e aceitabilidade geral. Em relacdo ao aroma, as notas foram 7 para todos os

queijos.
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Tabela 4: Analise sensorial de queijos tipo frescais elaborados com leite bubalino e
enriquecidos com manjericao

Andlise sensorial

Tratamentos 0,25% 0,5% 0,75% Valor P
Cor 7,49+0,130° 7,24+0,130° 6,64+0,162°  <0,01
Aroma 7,390,132 7,57+0,123 7,32+0,117 0,353
Textura 7,82+0,105° 7,52+0,129%®  7,18+0,130° 0,001
Sabor 7,53+0,121° 7,32+0,152®  6,86+0,146° 0,003

Aceitabilidade geral 7,63+0,103° 7,38+0,127° 6,95+0,140° 0,001

Médias com diferentes letras mailsculas na mesma coluna possuem diferenca significativa (P<0.05).
Médias com diferentes letras minGsculas na mesma linha possuem diferenca significativa (P<0.05). Os
resultados estdo expressos em média + desvio padrdo, em triplicata.

Percebe-se que queijos elaborados com 7,5 g/kg de manjericdo apresentaram
notas menores, pois altas concentragdes de manjericdo resultaram em cor, sabor e aroma
mais marcante de manjericdo, textura arenosa e com maior grau de granularidade, os
quais diminuiram a aceitabilidade dos queijos. Esses dados concordam com Fadavi &
Beglaryan (2013) que observaram menor aceitabilidade de queijos Feta elaborados com
doses maiores de horteld e comTorri et al., (2016)que obtiveram maior aceitabilidade de
queijos prato elaborados com a menor dose de po de casca de uva.

A adicdo de compostos bioativos em alimentos pode causar amargor e afetar
negativamente a cor, o sabor e a textura dos alimentos (Verbeke, 2006; Giroux et al.,
2013)o que conduz & diminuigdo da aceitabilidade do consumidor, limitando o uso de
extratos funcionais de plantas em doses mais elevadas (Ares, Barreiro, Deliza, &
Gambaro, 2009).

4. CONCLUSOES

O manjericdo possui caracteristicas favoraveis para a fabricacdo de queijos tipo
frescais elaborados com leite bubalino. O manjericdo enriqueceu 0S queijos com
compostos bioativos contendo boa atividade antioxidante, apresentando impacto
positivo na preservacdo dos queijos e foi aceito sensorialmente pelos consumidores,

com preferéncia aos queijos elaborados com 2,5 e 5,0 g/kg de manjericao.
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V- Influéncia da adi¢cdo de manjericao (Ocimum basilicum L.) nas

caracteristicas tecnoldgicas de queijo tipo frescal de leite de bufala®
1- Elaborado segundo normas da revista LWT - Food Science and Technology

RESUMO

O manjericdo (Ocimum basilicum Lamiaceae) € uma planta rica em polifendis e com
propriedades antioxidantes. Os polifen6is do manjericdo podem associar-se as caseinas
do leite gerando modificacdes nas propriedades tecnoldgicas dos produtos formados.
Neste trabalho objetiva-se determinar os efeitos da adicdo de manjericdio em trés
concentracgdes (2,5, 5,0 e 7,5 g/kg) comparados com o controle, na composicéo fisico-
quimica, microbioldgica, reoldgica e microestrutural de queijos tipo frescais elaborados
com leite de bufala organico armazenados com até 21 dias. A adi¢do de manjericdo ndo
modificou o teor de gordura, proteina, umidade e matéria mineral dos queijos
elaborados; houve menor rendimento e maior acidez nos queijos com a adicdo de
manjericdo. A cor dos queijos formulados com manjericdo apresentou-se mais escura,
verde e amarelo. A inclusdo de manjericdo alterou a dureza e a mastigabilidade porém
ndo a elasticidade e a coesividade. A microestrutura mostrou-se menos homogénea em
relacdo aos queijos controle. A inclusdo de manjericdo pode afetar as caracteristicas
tecnoldgicas dos queijos tipo frescais, podendo interferir na aceitabilidade do
consumidor quando adicionado em maiores concentragoes.

Palavras-chave: acidez, cor, microestrutura, polifendis, textura.

1. INTRODUCAO

O queijo é produto da desidratacdo parcial do leite, no qual a gordura e a caseina
sdo concentradas entre seis e doze vezes, dependendo da variedade do queijo
(Robertson, 2012). Queijos tipo frescais sdo muito apreciados e possuem como
caracteristicas fisicas a consisténcia branda, macia, textura com ou sem olhaduras
mecanicas, cor esbranquicada, sabor suave ou levemente acido e odor suave (Brasil,
2004).

Compostos fenodlicos, produtos secundarios do metabolismo de plantas, tém sido
sugeridos como compostos bioativos, gracas a sua capacidade antioxidante e seus
efeitos benéficos na salde humana (Han et al.,, 2011a). As adicGes de plantas
condimentares ricas em compostos fendlicos em queijos tém sido relatadas
anteriormente (Fadavi & Beglaryan, 2013; Rashidinejad, Birch, Sun-Waterhouse, &
Everett, 2014; Asensio, Grosso, & Rodolfo Juliani, 2015). Esses compostos mostram
forte interacdo com as caseinas do leite (Bandyopadhyay, Ghosh, & Ghosh, 2012; Hasni
et al.,, 2011) por meio de interacBes hidrofébicas, pontes de hidrogénio, ibnicas e

covalentes (Han et al., 2011a).
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A adicdo de plantas condimentares na fabricagdo de queijos pode afetar as suas
caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e texturais (Han et al., 2011b; Giroux et al.,
2013; Torri et al., 2016). Porém, ha poucos estudos mostrando os efeitos dos polifendis
de plantas condimentares utilizando queijos tipo frescais. Desta forma, esse estudo
objetiva (I) determinar os efeitos da adicdo do manjericdo na composi¢do quimica,
rendimento, altura e didmetro dos queijos, (I1) os efeitos na textura e microestrutura de
queijos; (I1l) avaliar o pH e o crescimento de lactobacilos durante 21 dias de

armazenamento nos queijos tipo frescal elaborados com leite de bdfala organico.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

O leite foi obtido no Instituto Agronémico do Parand (IAPAR) na estacdo
experimental da Lapa/PR sendo proveniente de quinze fémeas bubalinas Murrah criadas
em sistema de organico através de ordenha mecanizada. Foram coletados em dois dias
distintos, 15 litros de leite que foram pasteurizados a 65 °C por 30 minutos e

refrigerados a 4+1°C.

2.1.2 Reagentes:
Cloreto de calcio foi proveniente da Sigma Aldrich (Spruce Street, St Louis, EUA).
A protease foi oriunda de HA-LA (Chr-Hansen A/S, Dinamarca). Os outros reagentes

foram utilizados em grau analitico.

2.1.3 Manjericao

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) foi fornecido de um produtor local em
Maring&/PR/ Brasil (23° 25' 31" de latitude Sul e 51° 56' 19" de longitude oeste). Apos a
higienizacdo com agua corrente e hipoclorito de sédio (200 ppm, 5 minutos), galhos e
folhas foram colocados em estufa a 55 °C. Apds, 0 manjericdo foi moido e peneirado a

60 mesh e acondicionado ao abrigo de luz sob 4+1 °C.

2.2 Caracterizagao do leite e do manjericéo

Para determinagdo da composi¢do quimica do leite (Tabela 1), as amostras foram
homogeneizadas e analisadas em equipamento automatizado Ekomilk Total (Cap-Lab,
Séo Paulo, Brasil). O método de contagem de células somaéticas foi realizado por meio

de equipamento Ekomilk Scan calibrado previamente (Cap-Lab, S&o Paulo, Brasil).
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A composi¢do quimica do manjericdo foi determinada através de andlises de
proteina bruta, extrato etéreo, fibra alimentar, matéria organica e matéria mineral
segundo a Association of Official Analitical Chemists (AOAC, 1992) e calculadas com

base na matéria seca (Tabela 1).

Tabela 1: Composicéo fisico-quimica do leite bubalino e do manjericdo utilizados para
elaboracgdo dos queijos tipo frescal

Composicéo fisico-quimica do leite bubalino (g/100 g)

Gordura 7,12+0,14
Proteina 3,98+0,06
Lactose 4,15+0,21
pH 6.94+0,02
Contagem de células somaticas (cel/ml) 90
Composicdo quimica do Manjericdo (g/100 g MS)

Matéria seca 11,86+0,10
Proteina bruta 8,56+0,12
Extrato etéreo 3,24+0,73
Fibra bruta 11,7940,22
Matéria mineral 14,25+0,08

Média £ desvio padrédo, em triplicata.

2.2 Fabricacg0es dos queijos tipo frescais

Os queijos foram fabricados em quatro formulacgdes: queijos controle sem adicao
do manjericdo e adicionados de 2,5, 5,0 e 7,5 g/kg de manjericdo. Cada queijo foi
fabricado utilizando 250 mL de leite de bufala aquecido a 37 °C adicionou-se solucéo
de cloreto de célcio (0,1 mL) e enzima protease (HA-LA) (2,5 mg). Apds a mexedura,
colocou em estufa a 35 °C por 45 min. O corte da massa foi feito com descanso de 15
min. e posteriormente a enformagem. Ap6s a enformagem, os queijos foram mantidos
em repouso por uma hora a 4+1 °C fez-se a viragem e passados 30 min., 0s queijos
foram embalados e permaneceram sob refrigeracdo por até 21 dias. Para fabricacdo dos
outros queijos, 0 manjericdo era misturado ao leite antes do aquecimento a 37 °C. A
altura e diametro foram medidos em cm para cada queijo fabricado. O célculo do
rendimento da fabricacdo dos queijos em porcentagem foi mensurado através da

guantidade de queijo produzida dividido pelo volume inicial de leite.
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2.3 Analises realizadas nos queijos
2.3.1 Composi¢ao quimica

A composicdo quimica foi realizada atraveés de analise de umidade, proteina bruta,
gordura, matéria mineral nos queijos com trés dias de armazenamento; pH e acidez
titulavel nos queijos com 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento.

A umidade foi determinada pesando dez gramas de queijos em tubos falcon,
congelados em nitrogénio liquido e liofilizados por 24 horas. A matéria mineral foi
determinada sequencialmente a matéria seca, através da calcinacdo em mufla (AOAC,
1992). A proteina bruta foi obtida pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1992). O teor de
gordura dos queijos foi realizado por extragdo com cloroférmio, metanol e &gua
(2:2:1,8) de acordo com o método de Bligh & Dyer (1959).

A mudanca do pH foi determinada usando um pHmetro digital (Testo 205)
previamente calibrado medindo-se em trés pontos distintos em cada amostra, em
triplicada para cada tratamento. Acidez titulavel foi mensurada conforme metodologia

especifica para queijos descrita por Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.3.2 Microbiologia

O numero de UFC de bactérias cido lacticas foi determinado nos queijos com 1,
15 e 21 dias de armazenamento. Amostras de 10 g de cada queijo foram
homogeneizadas com 90 mL de agua peptonada 0,1% estéril, foram realizadas diluices
decimais seriadas utilizando-se 0 mesmo diluente. Aliquotas de 0,1 mL das dilui¢des
foram adicionadas a superficie do 4gar De Man-Rogosa-Sharpe — MRS e as placas
foram incubadas a 30 °C por 48 horas (Silva; Junqueira & Silveira, 1997). Apds 48

horas, as colénias tipicas de lactobacilos foram enumeradas.

2.3.3 Instrumental

A cor foi determinada para 0s queijos e para 0 manjericdo através de colorimetro
Konica Minolta utilizando escala CIELAB, mensurando L* (100 ¥ branco; 0 % preto),
a* (+, vermelho; -, verde) e b* (+, amarelo; -, azul) em trés pontos distintos no mesmo
queijo para trés queijos de cada tratamento com 1, 7, 15 e 21 dias de armazenamento.

Para a analise do perfil de textura (TPA) nos queijos com 1, 7, 15 e 21 dias de
armazenamento, as amostras foram retiradas da geladeira no momento da mensuracao,
pesadas e dessoradas. Utilizou-se o equipamento Brookfield texture analyzer-CT Il
(Engineering Laboratories, INC., Middleboro, MA, EUA), nas seguintes configuracoes:
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TPA; velocidade do teste: 1 mm/s; distancia de compressdao 5 mm; probe TA4 cilindrica
de acrilico de 38 mm. Utilizou-se amostras de queijo inteiros em trés queijos de cada
tratamento e cada amostra sofreu dupla compressdo na parte central dos queijos. As
varidveis mensuradas para TPA foram: dureza, mastigabilidade, coesividade e
elasticidade.
2.3.3 Estrutura

Para a andlise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) utilizou-se queijos
com 10 dias de armazenamento, devido maios estabilidade. O preparo dos queijos foi
realizado conforme metodologia descrita por Lobato-Calleros, Ramirez-Santiago,
Osorio-Santiago & Vernon-Carter (2002) com modificagdes. As amostras de 0,5 cm de
diametro e de altura foram fixadas em solucdo tampéao de glutaraldeido 2% por 6 horas,
apos, desidratadas em alcool etilico com concentracdes crescentes (50, 60, 70, 80, 90 e
100%) onde permaneciam 30 min. em cada solucéo e posteriormente foram colocadas
em acetona por 1 hora. Posteriormente, as amostras foram congeladas em nitrogénio
liquido e liofilizadas por 24 horas. Cada amostra de queijo foi quebrada e montada no
stub onde a parte fraturada foi recoberta com uma camada de ouro por 120 segundos
(Spotter coater, Baltec, SCD 050). As observacGes da microestrutura foram realizadas
em microscopio eletrénico de varredura (Quanta 250 — FEI Company) operando em 15

kV a uma magnitude de 5000 vezes.

2.3.4 Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia usando o modelo
linear geral (GLM) com SPSS (v.15.0) (IBM SPSS Statistics, SPSS Inc., Chicago,
USA) do Windows. Médias e desvio padrdo foram calculados para cada variavel. As
concentracdes de manjericdo (0, 2,5, 5,0 e 7,5 g/kg de manjericdo) e o tempo de
estocagem (1, 7,15 e 21 dias) foram considerados fatores fixos no modelo fatorial para
as variaveis pH e acidez titulavel, rendimento, cor, dureza, mastigabilidade, coesividade
e elasticidade havendo trés repeticbes por tratamento para cada analise. Quando as
diferengas foram estatisticamente significativas teste de Tukey foi utilizado com nivel

de significancia de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicao quimica dos queijos
Os efeitos da adicdo de manjericdo em concentragOes crescentes na composi¢do

quimica de queijos tipo frescais estdo descritos na Tabela 2. Apesar do acréscimo de
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nutrientes provenientes do manjericdo, sua inclusdo como ingrediente funcional néo
alterou a quantidade de matéria mineral (44,2 a 44,3 g/kg), proteina (91,3 a 100,6 g/kg)
e gordura (173,1 a 192,5 g/kg) dos queijos elaborados. Da mesma forma, queijos Prato
elaborados com extrato de folhas de mate também ndo apresentaram diferenca no teor
de gordura e proteina (Faion et al., 2015) e queijos Cheedar enriquecidos com extrato de
ch& verde possuiram teor proteinas totais, gordura, sal e célcio sem diferenca entre as

formulagGes (Giroux et al., 2013).

Tabela 2: Composicdo quimica dos queijos de acordo com as formulagdes, expresso em
0/100 g de MS

Composi¢do quimica dos queijos (g/ 100 g MS)

Tratamentos Controle 2,5 g/Kg 5,0 g/Kg 7,5 g/Kg Valor P
Umidade 61,44+0,06 60,30+0,83 60,31+0,12 58,57+1,81 0,141
Matéria Mineral ~ 4,43+0,03  4,43+0,02 4,43+0,02  4,42+0,03 0,951
Proteina 23,67+0,26 24,43+0,84  25,34+0,40 24,25+0,30 0,068
Gordura 44,8+0,81  4579+2,79 4850+152 42,21+3,07 0,820

Média + desvio padrdo, em triplicata. Amostras com P<0,05 possuem diferenca significativa.

Nos queijos elaborados com manjericdo houve pequena diminuicdo da umidade,
devido maior sinérese no momento da fabricacdo. Fato também observado por Helal,
Tagliazucchi, Verzelloni, & Conte, (2015) que relatam pequena diminui¢gdo na umidade
de queijos com a adicdo de acido tanico. A presenca de polifendis pode reduzir
levemente o pH do codgulo estimulando a contragdo da matriz protéica do queijo,
reduzindo a quantidade de agua aprisionada na rede protéica (Han et al., 2011b).

A maior sinérese no momento da fabricacdo influenciou o rendimento dos queijos
elaborados com manjericdo, havendo maior rendimento (39,81+0,14%) para 0s queijos
controle em relacdo aos queijos fabricados com 2,5, 5 e 7,5 g/kg de manjericdo
(36,99+0,83, 35,18+0,67 e 35,10+1,01% respectivamente). Os queijos tiveram altura
inicial de 2,06+0,06 cm e 6,99+0,06 cm de didametro os quais reduziram 20 e 5% com
21 dias de armazenamento (1,64+0,08 cm de altura e 6,64+0,08 cm de diametro) devido
as perdas de umidade durante o periodo de armazenamento. O peso médio dos queijos
com 1 dia de armazenamento (91,53£5,14 gramas) reduziu 30% com o0 armazenamento

(65,26+2,71 gramas em média, para queijos com 21 dias).

3.5 pH e acidez titulavel
O pH influencia em muitas propriedades dos queijos, alterando a solubilidade de
minerais, como calcio, o contelido de umidade, a extensdo e o padrdo da protedlise e

suas interacdes, afetando consequentemente a textura e a microestrutura dos queijos
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(Pastorino, Hansen, & McMahon, 2003). Os polifendis podem reduzir o pH do leite
dependendo do composto e da concentragdo adicionada (Han et al., 2011b).

Neste estudo, houve reducdo do pH e aumento da acidez titulavel com o aumento
da concentracdo de manjericdo adicionado aos queijos (Tabela 3) devido presenca de
polifendis, fostatos e acidos organicos. Os compostos fendlicos presentes no manjericdo
podem ter se degradado a &cidos fendlicos monoméricos com diferentes concentracdes
de acido (pKa) atraves de clivagem ou hidrolise oxidativa (Wegrzyn et al., 2008)
reduzindo o pH do queijo. Além disso, os polifenois podem estimular o crescimento das
bactérias lacticas presentes no leite, reduzindo o pH com o aumento do tempo de
armazenamento (21 dias). Essas bactérias lacticas degradam a lactose, tendo como
produto final CO; e &cido lactico, o que eleva a acidez dos queijos (Faion et al., 2015).
Fato também observado no queijo turco Otlu suplementado com até 3% de Allium sp.
(Coskun & Tuncturk, 2000), no queijo gordo suplementado com até 500 ppm de
catequinas (Rashidinejad, Birch, & Everett, 2016) e em queijos macios e com teor
reduzido de gordura suplementados com até 5% de extrato de alecrim (Hala, Ebtisam,
Sanaa, Gad, & Marwa, 2010).

Tabela 3: pH e acidez titulavel de queijos tipo frescal elaborados com diferentes
quantidades de manjericdo, no periodo de 1 até 21 dias de armazenamento a 4+1 °C

Tratamentos

Controle 2,5 g/kg 5,0 g/kg 7,5 g/kg Valor P

pH

1 dia 6,42+0,02**  6,21+0,01"" 6,11+0,01"° 6,07+0,01°° <0,001
7dias  6,28+0,04%%  6,16+0,01"" 6,08+0,01"¢ 6,03+0,00"°  <0,001
15dias  6,20+0,02° 5,80+0,03° 5,71+0,01°° 5,65+0,01%°  <0,001
21 dias  6,05+0,01°*  5,83+0,01%° 5,75+0,01%° 5,68+0,02%¢  <0,001
Valor P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Acidez Titulavel

1 dia 0,0055+0,0013%  0,0064+0,0013%°  0,0073+0,0012°°  0,0087+0,0012"  <0,001
7 dias 0,0059+0,0011%°°  0,0067+0,0015%°  0,0079+0,0012°®  0,0096+0,0012°*  <0,001
15dias  0,0069+0,0012%¢  0,0105+0,0012"°  0,0119+0,0012%°  0,0133+0,0014%*  <0,001
21dias  0,0089+0,0015"°  0,0112+0,0012"°  0,0147+0,0012"%  0,0156+0,0011%%  <0,001
ValorP  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Médias com diferentes letras maidsculas na mesma coluna possuem diferenga significativa (P<0,05).
Médias com diferentes letras mindsculas na mesma linha possuem diferenca significativa (P<0,05). Os
resultados estdo expressos em média + desvio padréo, em triplicata.

3.6 Quantidade de lactobacilos
Na fabricac@o dos queijos, ndo utilizou-se cultura starter, porém houve crescimento

de lactobacilos. Isto porque alguns géneros de lactobacilos sdo termoduricos e resistem
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a pasteurizagdo do leite (Delgado et al., 2013). Nos queijos com 1 dia de
armazenamento, a contagem de lactobacilos ficou entre 5x10° e 2,1x10 UFC/ml. Com o
aumento do tempo de armazenamento, a quantidade de lactobacilos dobrou (entre 2x10°
e 4,6x10° UFC/ml com 15 dias e entre 1x10° e 3,85x10° UFC/mL com 21 dias de
armazenamento respectivamente). Houve maior quantidade de lactobacilos nos queijos
com 21 dias coincidindo com a maior acidez nos queijos neste periodo. Segundo Ma,
Gong, Liu, Ma, & Chen, (2015) os polifendis do cha estimulam o crescimento de

Lactobacillus casei durante a fermentacéo do leite.

3.7 Cor

Na elaboracdo de novos produtos, a apresentacdo visual é essencial para a
aceitabilidade do consumidor. O manjericéo apresentou 43,86+0,516 de luminosidade, -
2,025+0,021 de a* e 17,300,106 de b*; A cor de queijos elaborados com leite bubalino
e adicdo de manjericdo foi determinada no periodo de 1 a 21 dias de armazenamento e
estd apresentada na Tabela 4.

O leite bubalino possui como caracteristica a coloracdo branca em virtude da
auséncia de pigmentos carotendides (Andriguetto, 2011). A adicdo de 5,0 e 7,5 g/kg de
manjericdo resultaram em maiores alteracbes na coloragdo dos queijos. Estes queijos
apresentaram menor luminosidade, cores tendendo ao verde e ao amarelo em relagédo
aos queijos controle e com 2,5 g/kg de manjericao.

Com o tempo de armazenamento, 0S queijos apresentaram maior tendéncia ao
amarelo. A presenca de altos teores de compostos fendlicos em queijos é responsavel
por descoloracdo catalisada por enzima (O’Connell & Fox, 2001) o0 que pode aumentar
a coloracdo amarela dos queijos com manjericdo. Os dados mostrados corroboram com
0s encontrados por Giroux et al., (2013), que obteve menor luminosidade e tom

amarelado com adi¢do de extrato de cha verde em queijos Cheddar.
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Tratamentos

Controle 2,5 g/kg 5,0 g/kg 7,5 g/kg Valor P
L*
1 dia 91,21+0,13° 81,73+2,25° 74,13+4,63° 65,67+0,73° <0,001
7dias  91,14+0,21° 81,30+1,82° 74,74+3,28° 67,46+0,77° <0,001
15 dias  91,26+0,07° 80,50+2,20° 71,62+0,89° 64,54+3,77° <0,001
21 dias  91,65+0,42° 81,55+1,43° 70,22+2,15°  66,11+4,03° <0,001
ValorP 0,426 0,727 0,302 0,659

a*
1 dia 1,75+0,08%2 0,83+0,05® -0,09+0,21°° -0,48+0,62° <0,001
7dias  1,80+0,145 1,18+0,16° -0,374#0,11°  -0,43+0,11° <0,001
15 dias  1,58+0,065 0,93+0,14° 0,01+0,10°  -0,11+0,35° <0,001
21 dias  2,17+0,15™ 1,14+0,28°  -0,24+0,19°  -0,28+0,29° <0,001
ValorP 0,001 0,215 0,079 0,658
b*

1 dia 0,84+0,11%%  6,14+1,05° 7,71+0,67°%° 10,63+0,50"* <0,001
7 dias 1,1840,273¢  578+0,14° 7,48+0,38%°  10,74+0,29"*  <0,001
15 dias 1,2740,09%¢  555+1,05° 9,00+0,25°*  9,18+0,34% <0,001
21 dias 1,9740,19"° 6,34+0,81° 8,98+0,81"* 10,51+0,92”8% <0,001
ValorP 0,003 0,735 0,019 0,032

Médias com diferentes letras mailsculas na mesma coluna possuem diferenca significativa (P<0.05).
Médias com diferentes letras mindsculas na mesma linha possuem diferenca significativa (P<0.05). Os
resultados estdo expressos em média + desvio padrdo, em triplicata.

3.3 Textura dos queijos

A textura € um importante fator para a aceitacdo sensorial dos alimentos. Os
parametros de textura mensurados nos queijos de 1 a 21 dias estdo descritos na Tabela
5.

A dureza é a forca necessaria para ocorrer uma deformacédo (Szczesniak, 2002). A
mastigabilidade é um parametro secundario de textura depende da dureza, da
coesividade e da elasticidade (Chevanan, Muthukumarappan, Upreti, & Metzger, 2006)
sendo definida como a medida da energia necessaria para mastigar o queijo até um
estado uniforme antes de engolir (Ong, Dagastine, Kentish, & Gras, 2012). A
elasticidade ¢ uma medida da recuperacdo da condicdo original ndo deformada depois
que a primeira forca de compressdo é removida e a coesividade é uma medida da
extensdo a qual um queijo pode ser deformado antes de romper (Ong et al., 2012)(Ong
et al., 2012). Esses parametros séo afetados pela composicéo do leite, procedimentos de
fabricacdo de queijos, composi¢do dos queijos, acdo de microrganismos, condi¢des de
maturagdo e principalmente umidade, pH e célcio soluvel (Lucey, Johnson, & Horne,
2003; McMahon, Paulson, & Oberg, 2005).
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Tabela 5: Pardmetros de dureza, coesividade, elasticidade e mastigabilidade dos queijos
formulados

Tratamentos

Controle 2,5 g/kg 5,0 g/kg 7,5 g/kg Valor P

Dureza (g)

1 dia 498,33+76,86°°  600,00+14,14% 731,66+49,07%°  908,33+35,47°  <0,001
7dias  585,00+50,00"%"  630,00+13,23%" 696,66+60,285®  815,00+65,57* 0,003
15dias  661,66+120,14"% 822 50+17,68"® 868,33+49,33"  1111,66+145,11* 0,007
21 dias  740,00+0,00"° 813,33+29,29""  910,00+47,69"*  1110,00+181,93* 0,019

Valor P 0,045 <0,001 0,003 0,069
Mastigabilidade (mJ)
1 dia 16,33+2,23F¢ 22,30+3,53 26,53+1,95°%® 31 60+1,48™ <0,001

7 dias 14,06+0,75%° 20,23+4,34% 23,30+2,2952 23,30+0,6252 0,006
15 dias 24,20+0,55"¢ 26,20+0,28 31,47+2,62°%® 34,10+2,30" 0,001
21 dias 23,85+0,02°° 29,93+4,41% 28,360,878 33 00+0,95" 0,028

Valor P <0,001 0,088 0,007 <0,001
Coesividade

1 dia 0,79+0,09 0,89+0,07 0,81+0,01 0,82+0,01 0,392
7 dias 0,70+0,05 0,83+0,21 0,81+0,01 0,81+0,07 0,191
15 dias 0,81+0,05 0,80+0,01 0,79+0,070 0,77+0,07 0,811
21 dias 0,83+0,01 0,85+0,14 0,81+0,03 0,82+0,03 0,931
Valor P 0,200 0,865 0,829 0,601

Elasticidade (mm)
1 dia 4,22+0,09 4,25+0,23 4,18+0,05 4,30+0,04 0,608
7 dias 3,96+0,53 3,89+0,32 3,88+0,18 4,03+0,32 0,949
15 dias 4,05+0,16 4,07+0,05 4,16+0,16 4,10+0,11 0,803
21 dias 3,95+0,11 4,05+0,35 3,93+0,08 4,05+0,19 0,867
Valor P 0,718 0,644 0,084 0,392

Médias com diferentes letras mailsculas na mesma coluna possuem diferenga significativa (P<0.05).
Médias com diferentes letras mindsculas na mesma linha possuem diferenca significativa (P<0.05). Os
resultados estdo expressos em média + desvio padrdo, em triplicata.

Os compostos presentes no manjericdo como os polifendis e as fibras interferiram
na dureza e mastigabilidade dos queijos. Em relagdo aos polifendis, Giroux et al, (2013)
e Lamothe, Langlois, Bazinet, Couillard, & Britten, (2016) também observaram
aumento da dureza em queijos Cheddar enriquecidos com extrato de cha verde. A
influencia dos polifendis na textura ocorre de maneira indireta, a reducdo do pH
(valores préximos a 5.0) em queijos formulados com polifendis pode reduzir a umidade
dos queijos e alterar a concentracdo de calcio soltvel (Han et al., 2011b) tornando o
queijo menos coeso e menos elastico (Pastorino et al., 2003). O menor pH encontrado
neste estudo foi 5,65 o que foi insuficiente para causar grandes mudangas na
elasticidade e coesividade dos queijos. Observa-se que houve pequena redugdo da
elasticidade com 0 aumento do periodo de armazenamento, o que indica pequena quebra
estrutural dos queijos (Tunick et al., 1993).

Provavelmente, nos queijos formulados com manjericdo, parte da umidade ficou

absorvida na fibra do manjericdo aumentando assim a dureza. El-shibiny et al., (2013)
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observaram aumento da dureza de pastas de queijos fundidos formulados com farelo de
arroz e associa ao alto teor de fibras e carboidratos do ingrediente adicionado.

O tempo de armazenamento também influenciou a dureza e mastigabilidade dos
queijos, pois com 0 maior tempo de armazenamento houve maior sinérese (Tabela 5). A
reducdo da umidade aumenta a dureza do queijo uma vez que o volume da fracdo

proteica aumenta (Lucey et al., 2003).

3.4 Microestrutura dos queijos

A microscopia eletrdnica € uma importante ferramenta para visualizar a localizagao
dos vérios componentes estruturais do queijo. A microscopia eletrdnica dos queijos
deste estudo (Figura 1) mostra a estrutura interna dos queijos com a matriz proteica
contendo glébulos de gordura intercalada com areas escuras. As areas escuras
representam os poros que correspondem a bolsas de ar ou a fase aquosa que evaporou
durante a preparacdo das amostras (Ong et al., 2012).

Os queijos controle apresentaram microestrutura mais homogénea, com estrutura
mais fechada, pequenos agregados de caseina, globulos de gordura pequenos, areas
escuras menores e regulares (Figura 1- A). Os queijos formulados com manjericdo
apresentaram estrutura desuniforme, com redes de caseina mais grosseiras e as areas
escuras sdo maiores (Figura 1 — B, C e D). A adicdo de catequinas em queijo gordo
também demonstrou uma disposicdo de agregados ndo homogéneos, causando
rearranjos e um padrdo heterogéneo das micelas de caseina (Rashidinejad, Birch &
Everett, 2016).



54

10 ym
MI - COMCAP - UEM

Figura 1. Imagens de microscopia eletrbnica de varredura de queijos com dez dias de
armazenamento. (A) controle; (B) queijos com 2.5 g/kg de manjericao; (C) queijos com 5.0 g/kg
de manjericdo; (D) queijos com 7.5 g/kg de manjericéo.

Os queijos formulados com manjericdo formaram uma massa heterogénea (Figura
2). O manjericdo continha fibras que ndo solubilizaram ao leite e polifendis. Segundo
Han et al (2011b), queijos com polifendis podem induzir a estruturas intercaladas e
heterogéneas devido as interaces dos polifendis com a gordura e proteinas.

Figura 2: fotos dos queijos tipo frescal com 1 dia de armazenamento nas quatro concentragdes
de manjericdo. (A) controle; (B) queijos com 2.5 g/kg de manjericéo; (C) queijos com 5.0 g/kg
de manjericdo; (D) queijos com 7.5 g/kg de manjericéo.
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4. CONCLUSOES

A inclusdo de concentragOes crescentes de manjericio em queijos tipo frescais
elaborados com leite bubalino organico podem causar importantes alteracdes
tecnoldgicas nos queijos. Os compostos bioativos do manjericdo reduziram o pH e
estimulam o crescimento de bactérias lacticas, causaram alteraces na coloragdo, textura
e microestrutura dos queijos formulados. As maiores alteragdes tecnoldgicas ocorreram

nos queijos formulados com 5 e 7,5 g/kg MS de manjericéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Objetivou-se a elaboracédo de queijos tipo frescais utilizando leite bubalino organico
com adicdo de manjericdo. O leite bubalino foi escolhido por destacar-se cada vez mais
no mercado na producdo de derivados frente as suas caracteristicas sensoriais peculiares
e alto valor nutricional. O enriquecimento dos queijos com o manjericdo fresco, seco e
moido foi proposto devido presenca de compostos bioativos com poder antioxidante e
antimicrobiano, de maneira que fosse facilmente reprodutivel comercialmente.

No capitulo 11, objetivou-se estudar a influéncia da concentracdo de manjericéo (0;
2,5, 5 e 7,5 g/kg) nas caracteristicas funcionais dos queijos com até 21 dias de
armazenamento embalado e refrigerado. Como o queijo frescal embalado pode ser
consumido em até 30 dias apos a fabricacao e 5 dias apds aberto, é importante estudar a
perda de nutrientes durante esse tempo de armazenamento embalado. Em queijos
elaborados com manjericdo, o teor de polifendis totais foi de até 0,617 mg EAG/g e o
controle de 0,395 mg EAG/g, havendo reducdo do teor de polifendis totais com 21 dias
de armazenamento em todos os queijos. A atividade antioxidante avaliada através da
capacidade em reduzir o Fe(l1l) e através da transferéncia de hidrogénio mensurada pelo
sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS mostram também que os queijos elaborados
com manjericdo obtiveram resultados superiores ao controle.

O manjericdo reduziu o crescimento de coliformes totais e S. aureus nos queijos
com 21 dias de armazenamento. No teste sensorial, as maiores notas foram para os
queijos com 2,5 e 5,0 g/kg de manjericdo adicionado. O presente trabalho conseguiu
cumprir 0s objetivos propostos, 0 manjericdo enriquece 0s queijos com polifenois e
reduz o crescimento de microrganismos patogenos além de ter boa aceitabilidade do
consumidor.

No capitulo 1V, objetivando avaliar a influéncia do manjericdo nas caracteristicas

tecnoldgicas dos queijos com até 21 dias de armazenamento, constatou-se que o
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manjericdo elevou a acidez dos queijos e estimulou o crescimento de bactérias lacticas.
Os queijos formulados com manjericdo apresentaram cor mais escura, verde e amarela.
Os compostos bioativos presentes no manjericdo (polifendis e fibras) também alteraram
a dureza e a mastigabilidade dos queijos e através de analise de microscopia eletrénica
de varredura, pode-se notar que os queijos formulados com manjericdo apresentaram
estrutura mais heterogénea, com espagamentos muito maiores quando comparados com
0s queijos controle e redes de caseina mais grosseiras. O trabalho também atingiu os
objetivos propostos, onde se observou que 0 manjericdo causa alteracfes tecnoldgicas
nos queijos, em destaque para aqueles elaborados com 7,5 g/kg de manjericéo.

Para trabalhos futuros, propde-se o uso de extrato de manjericdo para excluir a
interferéncia da fibra nas caracteristicas texturais e sensoriais. Como o leite bubalino é
rico em sélidos totais, possui caseinas maiores e em maior quantidade que o leite
bovino, propde-se repetir o experimento utilizando leite de outras espécies. Propde
ainda analisar a estabilidade oxidativa dos queijos com 21 dias de armazenamento com
e sem manjericdo para constatar a eficacia da atividade antioxidante na conservacao do

produto.



Atribua notas para cada caracteristica avaliada, de acordo com o seguinte

Universidade Estadual de Maringa

Avaliacao sensorial de queijo frescal

critério:

Amostra

Cor

9 - Gosto extremamente

8 - Gosto muito

7 - Gosto moderadamente
6 - Gosto ligeiramente

4 - Me desagrada ligeiramente
3 - Me desagrada moderadamente

2 - Me desagrada muito

1 - Me desagrada extremamente
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Aroma

Textura

Sabor

Aceitabilidade
geral




