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RESUMO

O queijo € um produto lacteo com alto valor nutricional. No Brasil, o queijo Minas frescal se
destaca como um dos laticinios mais tradicionais, levemente acido e salgado. A legislagéo
brasileira ndo estabelece limite maximo para o cloreto de sédio (NaCl). O NaCl tem sido
associado & atividade antimicrobiana em alimentos; no entanto, o consumo elevado de sddio
pode contribuir com o surgimento das doengas cronicas nao transmissiveis, como hipertensao.
Uma solugdo encontrada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
contribuir com a satde publica foi a redugédo de NaCl na produc¢éo de queijos. O mesocarpo do
coco babacu (Attalea speciosa) é um subproduto rico de compostos bioativos com propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. A Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU) do mesocarpo
usando etanol como solvente nas razGes solido/liquido 1:4, 1:10 e 1:25 (m/v) foram avaliados.
Os extratos com 1,2 g de mesocarpo em 30 mL de etanol a 94% (razdo 1:25 —m/v) apresentaram
elevados valores do Contetdo Total de Fendlicos (CTF: 5.124,86 + 350,13 mgEAG/100 g),
flavonoides (CFF: 477,45 + 23,07 mgEQ/100 g), capacidade antioxidante (FRAP: 4.037,56 +
187,26 umol TEAC/100 g, DPPH' permanecendo de 10 a 38% ap0s estabilizacdo). Além disso,
exibiu atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias Gram-negativas Escherichia coli e
Salmonella Enteritidis. Para avaliar o efeito in situ, foi adicionado em um queijo Minas frescal
(tratamentos com 1,5% e 0,75% de NaCl) 7% (v/m) do extrato do mesocarpo nha razéo 1:25. Os
resultados apontam alta atividade antimicrobiana in situ. Os queijos com 100% de sal e reducao
de 50% de sal, sem extrato de babacu, apresentaram contagem superior a UFC/g de bactérias
mesofilicas e psicrotréficas no 20° dia do periodo de estocagem, indicando que a alteragdo na
concentracdo de cloreto de sddio na fabricacdo ndo foi capaz de melhorar a qualidade
microbiolégica. Enquanto os queijos com adicdo de extrato de babacu apresentaram melhor
atividade antimicrobiana em comparacdo com o queijo de controle, reduzindo mais de 1 log
UFC/g até o 20° dia de armazenamento. Ademais, 0 extrato ndo gerou impactos negativos na
composicdo centesimal do produto final, porém, nas analises fisicas instrumentais promoveu
aumento nos parametros de cor a* e b*, e em relacdo a analise de textura, o extrato provocou
aumento nos parametros de dureza, gomosidade e mastigabilidade. No geral, o extrato de
mesocarpo do babacu pode ser considerado uma estratégia tecnoldgica adequada a ser utilizada
na fabricacdo do queijo Minas Frescal com reducdo de sal, oferecendo ao consumidor final um
produto com baixa contagem microbiana e baixo impacto nos parametros visuais e reoldgicos

do produto.



Palavras-chave: Queijos. Cloreto de Sodio. Hipertensdo. Compostos Fitoquimicos. Saude

Publica.



ABSTRACT

Cheese is a dairy product with high nutritional value. In Brazil, Minas frescal cheese stands out
as one of the most traditional dairy products, mildly acidic and salty. Brazilian legislation does
not establish a maximum limit for sodium chloride (NaCl). NaCl has been associated with
antimicrobial activity in food; however, high sodium consumption can contribute to the
development of non-communicable chronic diseases, such as hypertension. One solution found
by the National Health Surveillance Agency (ANVISA) to promote public health was the
reduction of NaCl in cheese production. The mesocarp of the babassu coconut (Attalea
speciosa) is a byproduct rich in bioactive compounds with antioxidant and antimicrobial
properties. Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) of the mesocarp using ethanol as a solvent
at solid/liquid ratios of 1:4, 1:10, and 1:25 (w/v) was evaluated. Extracts with 1.2 g of mesocarp
in 30 mL of 94% ethanol (1:25 ratio - w/v) showed high values of Total Phenolic Content (TPC:
5,124.86 + 350.13 mg GAE/100 g), flavonoids (CFF: 477.45 £+ 23.07 mg EQ/100 g), antioxidant
capacity (FRAP: 4,037.56 + 187.26 umol TEAC/100 g, DPPH* remaining at 10 to 38% after
stabilization). Furthermore, it exhibited in vitro antimicrobial activity against Gram-negative
bacteria Escherichia coli and Salmonella Enteritidis. To assess the in situ effect, 7% (v/w) of
the babassu mesocarp extract at a 1:25 ratio was added to Minas frescal cheese (treatments with
1.5% and 0.75% NacCl). The results indicate high in situ antimicrobial activity. Cheeses with
100% salt and 50% reduced salt, without babassu extract, showed higher counts of mesophilic
and psychrotrophic bacteria (CFU/g) on the 20th day of storage, indicating that the change in
sodium chloride concentration in manufacturing did not improve microbiological quality.
Meanwhile, cheeses with the addition of babassu extract showed better antimicrobial activity
compared to the control cheese, reducing over 1 log CFU/g by the 20th day of storage.
Additionally, the extract did not have negative impacts on the proximate composition of the
final product; however, in instrumental physical analyses, it led to an increase in the color
parameters a* and b*, and in texture analysis, the extract caused an increase in hardness,
gumminess, and chewiness parameters. Overall, the babassu mesocarp extract can be
considered an appropriate technological strategy for use in the production of Minas Frescal
cheese with reduced salt, offering the end consumer a product with low microbial count and

minimal impact on the visual and rheological parameters of the product.

Key-words: Cheeses. Sodium Chloride. Hypertension. Phytochemicals. Public Health.
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1 INTRODUCAO

O sal (NaCl) é uma molécula que desempenha papel multifacetado nos alimentos, no
entanto, o consumo excessivo de sddio proveniente do cloreto de sodio na dieta humana estéa
associado a problemas de saude, como hipertensdo e doencas cardiovasculares. Em funcéo
disso, muitos paises estdo atuando em conjunto para regulamentar a reducéo do teor de sédio
nos alimentos processados (CDC, 2021). Uma solucédo para contribuir com a sadde publica da
populacdo brasileira é a reducéo de sddio na producdo dos queijos, uma vez que este alimento
se encontra nos Termos de Compromisso (TC), firmado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA, 2020).

Entre os diferentes queijos, o queijo Minas frescal € um queijo tradicionalmente
brasileiro e com alta aceitabilidade pelo puablico consumidor, e isso ocorre em fungdo das
propriedades sensoriais e reoldgicas do produto final (Da Paix&o Teixeira et al., 2022). Durante
a elaboracdo do queijo Minas frescal é permitido a adicdo do sal (NaCl), ndo apenas para
contribuir no sabor, mas também para contribuir nos parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos e vida Gtil, e também nas caracteristicas tecnoldgicas (Le et al., 2022). No
entanto, a reducdo do sal durante a fabricacdo do queijo Minas frescal pode impactar
negativamente a qualidade microbioldgica do produto final, pois o sal atua como um agente
antimicrobiano através da reducdo da atividade de a&gua do alimento, dificultando o
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos (Bansal; Mishra, 2020). Para
isso, a adicdo de compostos bioativos, provenientes de frutas, com propriedades
antimicrobianas e antioxidantes emerge como alternativa.

O Brasil é reconhecido pela sua biodiversidade em sua ampla faixa territorial. Entre os
biomas existentes, os da regido Norte e Nordeste do Brasil sdo reconhecidos por albergar
variedade de arvores e frutos (Carvalho; Conte-Junior, 2021). O bioma da Amazonia se destaca,
pois, de sua totalidade, 2/3 estdo localizados no Norte e Nordeste do Brasil. E nesse territorio
que se encontram variedades de vegetacGes (arvores, plantas, folhas, galhos e frutos) com
grande importancia para a saide humana (Lima, Carvalho; Conte-Junior, 2022).

Na regido do Nordeste do pais, existe a regido de transicdo entre os biomas Amazonia,
Caatinga e Cerrado, sendo conhecido como “Mata dos Cocais” (Araujo et al., 2014). E nesta
regido que existem aproximadamente 18 milhGes de hectares de palmeiras de coco babagu. O
coco babacu (Attalea speciosa), é dividido em quatro partes, epicarpo, mesocarpo, endocarpo e
améndoa (CONAB, 2021). Entre essas fragdes, 0 mesocarpo do coco babagu desperta interesse

em funcdo das suas propriedades antimicrobiana e antioxidante descrito por trabalhos
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cientificos (Lima et al., 2023; Paixdo, 2021; Reis et al., 2017; Santos et al., 2020; Maniglia et
al., 2017; Barroqueiro et al., 2016), e através da extracdo assistida por ultrassom (EAU) é
possivel extrair 0s compostos 0s bioativos que exercem essas fungdes, como 0s compostos
fendlicos e flavonoides (Lima et al., 2023).

Para isso, essa dissertacdo tem como foco a aplicagdo do extrato do mesocarpo do coco
babagu como uma alternativa para suprir a reducdo do sal durante a elaboragéo do queijo Minas
frescal, com o objetivo de contribuir na manutencdo da qualidade microbiol6gica durante o
periodo de estocagem deste produto, destacando como a alimentacdo, a saude e a
sustentabilidade estdo interconectadas no contexto brasileiro com o intuito de atender as
exigéncias da satde publica.

Para isso, foram desenvolvidos durante o periodo do mestrado trés trabalhos cientificos:
(i) artigo de revisdo intitulado “Amazon Babassu (Attalea speciosa syn. Orbignya phalerata)
and its coconut by-products bioactive compounds: health benefits, dietary supplements, and
biotechnology potentials” submetido na revista “Food Reviews International” de fator de
impacto 6,043 (APENDICE A); (ii) artigo experimental intitulado “Green ultrasound-assisted
extraction of bioactive compounds of babassu (Attalea speciosa) mesocarp: Effects of solid-
liquid ratio extraction, antioxidant capacity, and antimicrobial activity” publicado na revista
“Applied Food Research” (APENDICE B); (iii) artigo experimental intitulado “Babassu
(Attalea speciosa) coconut mesocarp: a fruit waste from Amazon region able to improve quality
and safety in reduced-sodium Minas frescal cheese” submetido na revista “Food Bioscience”

de fator de impacto “5,318”.

1.1 O queijo Minas frescal

O leite e seus derivados sdo importantes para a manutencdo da salde humana, pois séo
fontes de nutrientes, como carboidratos, vitaminas, proteinas, gordura e minerais (Yang et al.,
2021; Foroutan et al., 2019). Entre os derivados lacteos, 0 consumo de queijo apresentou um
importante crescimento no mercado nacional, crescendo 30% entre os anos 2000 e 2008 (Felicio
et al., 2013). E segundo a Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) de 2017-2018 realizado
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) o consumo de queijos pelos
brasileiros foi de 14%, e o consumo per capita de queijos e requeijdo foi de aproximadamente
2,185kg/ano (Siqueira; Schettino, 2021; IBGE, 2018). H4 uma extensa variedade de queijos

produzidos no Brasil, e entre esses diferentes tipos de queijos, destaca-se o queijo Minas frescal.
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O queijo Minas frescal € um queijo genuinamente brasileiro, desenvolvido inicialmente
na regido do estado de Minas Gerais no seculo XVIII (Vinha et al., 2010). Devido ao processo
de fabricacdo ser de baixa complexidade, possuir baixo custo de produgéo e alto rendimento, o
queijo atingiu grande parte do territorio nacional (Sant’Ana et al., 2013). Desta forma, tornou-
se um queijo de alta aceitabilidade pelo publico consumidor devido as caracteristicas
reoldgicas, sensoriais e nutricionais do produto final (Da Paixao Teixeira et al., 2022; Rocha et
al., 2020; Luiz et al., 2017).

Os queijos de maneira geral possuem alto valor nutricional, pois séo fonte de nutrientes
provenientes da matéria-prima. Todo o processo bioquimico da fabricacdo oferece ao
consumidor um alimento rico em proteinas e peptideos bioativos oriundos da hidrélise da
proteina; lipidios e &cidos graxos de cadeia curta; além disso, vitaminas do complexo Ae D; e
minerais, como calcio (Da Paixao Teixeira et al., 2022). Sendo, portanto, um alimento rico em

nutrientes, e fundamental na manutengdo do organismo humano (Boas et al., 2020).

1.1.1 Legislacdo vigente

Atualmente, vigora a Portaria n® 352, de 4 de setembro de 1997 e a Instrugdo Normativa
n® 4, de 1 de marco de 2004, na qual estabelecem a identidade e os requisitos minimos de
qualidade para que o queijo Minas frescal possua um padrédo em todo territério brasileiro e ndo
confira riscos a saude do consumidor (Brasil, 1997; Brasil, 2004).

Segundo o Regulamento Técnico de lIdentidade e Qualidade (RTIQ) de Produtos
Lacteos, entende-se por queijo Minas frescal “o queijo fresco obtido por coagulagdo enzimatica
do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com
acao de bactérias lacticas especificas”. Além disso, a composi¢do do queijo é dividida entre
ingredientes obrigatdrios (leite e/ou reconstituido, e coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas) e ingredientes opcionais (leite em po, creme, sélidos de origem lactea, cloreto de
sodio, cloreto de célcio, cultivo de bactérias lacteas especificas) (Brasil, 1997). No entanto, ndo
é especificado na legislacdo os limites minimos e maximos de cada ingrediente, ficando a
critério de cada produtor definir os valores durante a producdo.

Apesar disso, o produto final deve respeitar os teores de umidade e gordura
estabelecidos em lei. Para ser classificado como queijo Minas frescal é necessario que o teor de
umidade seja igual ou superior a 55%, conferindo ao queijo a classificagdo de “muita alta
umidade”. Além disso, o teor de gordura pode apresentar variacdo de 25 a 44,9% na matéria

seca, para classifica-lo como um queijo semi-gordo (Brasil, 1997). Para além disso, outras
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caracteristicas sdo cruciais para caracterizar o produto final, como a consisténcia que deve ser
macia, podendo apresentar ou ndo olhaduras mecéanicas, a coloragéo deve ser branca, e o sabor

levemente &cido e levemente salgado (Rocha et al., 2020; Brasil, 1997).

1.1.2 Coagulacdo enzimatica para obtencdo do queijo Minas frescal

A coagulacdo é uma importante etapa durante a fabricacdo dos queijos para obtengédo
das caracteristicas tipicas do produto final. Para a elaboracdo do queijo Minas frescal, obtém-
se a coalhada principalmente por coagulacdo enzimatica apds a adi¢do da enzima com atividade
proteolitica (por exemplo: quimosina) ao leite (Salvador et al., 2022). O mecanismo de
coagulacdo enzimatica pode ser dividido em duas etapas: fase enzimatica e fase de agregacao
(Huppertz; Lambers, 2020).

Na primeira fase, a enzima atua na fracdo da x-caseina, hidrolisando especificamente
entre 0s aminoacidos fenilalanina (105) e metionina (106) (Gaygadzhiev et al., 2012). Apés a
hidrolise, da-se inicio a fase de formacdo da coalhada, com a agregacdo das micelas de caseina
hidrolisadas. A agregacédo das micelas desestabilizadas ocorre quando ha quantidade suficiente
de k-caseina hidrolisada, geralmente entre 65% e 90%, e quando a concentracdo de ions de
calcio e a temperatura estdo dentro dos parametros adequados (Sinaga; Bansal; Bhandari, 2016;
Koutina et al., 2015).

A fase da agregacdo ocorre por dois fatores: devido a atracdo de van der Waals, e
também pela presenca de calcio solGvel (Ca?*). A necessidade de uma quantidade adequada de
calcio soltvel na fase sérica do leite demonstra que os fons Ca?* tém um efeito duplo.
Primeiramente, o Ca®* reduz a repulsdo eletrostatica ao neutralizar as cargas negativas nas
micelas (Bauland et al., 2020). Segundamente, os fons Ca?* criam pontes salinas entre os sitios
negativos nas micelas de para-caseina. Além disso, a diminuicdo do pH do leite aumenta
significativamente a atividade dos fons Ca?*, alterando o equilibrio idnico existente entre as
fases sollvel e micelar, liberando ions H* das micelas (Salvador et al., 2022). Posteriormente a
fase de coagulacdo e agregacéo, o gel formado é submetido ao corte até a obtencdo de gréos de

tamanho de aproximadamente 1,5 a 2,0 cm de aresta para obtencdo do queijo Minas frescal.

1.1.3 Favorecimento ao desenvolvimento de microrganismos e medidas de controle

Devido as caracteristicas intrinsecas do queijo, como alto teor de umidade, rico em

nutrientes, pH acima de 5,0, a auséncia de culturas iniciadoras definidas (BAL), somado a
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manipulacdo manual excessiva durante a fabricacdo, podem tornar o queijo Minas frescal
suscetivel ao crescimento de microrganismos (MOS) contaminantes durante o periodo de
estocagem (De Paula et al., 2021; Furtado et al., 2015).

O crescimento de MOS nos queijos destaca importante impacto tanto para a industria,
quanto para a salde publica (De Antonio; Borelli, 2020). Isso ocorre porque 0s MOS podem
ser tanto deteriorantes, que apresentam a capacidade de modificar a caracteristica do queijo,
como aroma, textura, cor, e consequentemente gerar perdas econdmicas (Bassi et al., 2020),
quanto patogénicos, que sao responsaveis por provocar surtos de intoxicacGes e/ou infeccdes
alimentares, sendo representado por bactérias como Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli patogénica e enterotoxigénica (De Antonio, Borelli,
2020; Margalho et al., 2020).

Para minimizar isso, a ado¢do de medidas de controle durante a fabricacdo do queijo
Minas frescal, como produzir o queijo com leite tratado termicamente (por exemplo: submetido
a pasteurizagdo) e com baixa carga microbiana (Pappa et al., 2022); boas praticas de fabricacdo
(BPF) e Procedimentos PadrGes Operacionais de Higiene (PPOH), através da higiene do
manipulador, dos utensilios e maquinarias (Beninca et al., 2020); adicdo de bactérias acido
laticas (BAL) (Bassi et al., 2020); e, adicdo de cloreto de sddio (sal) (Dugat-Bony et al., 2016)

tornam-se essenciais para minimizar a perecibilidade do produto final.

1.2 Cloreto de sédio

O cloreto de sodio (NaCl), comumente chamado de sal, ¢ definido como ‘“cloreto de
sodio cristalizado extraido de fonte natural, com adigdo obrigatoria de iodo” (Brasil, 2022).
Desde 1950 o sal marinho obrigatoriamente tem a adicdo de iodo, com o intuito de repor este
micronutriente no organismo da populacdo brasileira e evitar o surgimento de outros problemas,
como o desenvolvimento de bdcio e alteracGes no desenvolvimento fetal e da crianca (Brasil,
2013).

E um ingrediente que possui grande importancia no curso da evolucdo da humanidade
e utilizado amplamente como conservante até os dias atuais (Le et al., 2022). O sal é um
composto idnico formado por ions de so6dio (Na*) e cloreto (CI) na proporcdo 1:1 (Bansal;
Mishra, 2020), e em 1g de sal possui 400mg equivalente a molécula de sédio.

O uso do sal desperta interesse na industria alimenticia, e isso inclui a aplicagdo nos
variados tipos de queijos (Tidona et al., 2022). Na inddstria queijeira, a concentracdo de sal

varia de acordo com o tipo de queijo e de acordo com cada produtor, podendo variar de 0,5 a
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2,5% para 0s queijos moles, semiduros ou duros, enquanto 0s queijos azuis contém valores
entre 3 a 5% (Dugat-Bony et al., 2019).

1.2.1 Sal nos queijos: aspecto sensorial, microbiolégico e tecnoldgico

Durante a elaboracdo dos queijos ocorre a adicdo de sal, que pode ser por diferentes
métodos: salga feita no leite, na superficie ou em salmoura. Quando a salga é realizada no leite,
é adicionado a proporcao de 2 a 2,5% em relacdo a quantidade de leite; quando é realizada a
salga seca, é aplicado em cada superficie do queijo aproximadamente 0,7%; quando € realizada
a salga em salmoura, € feita a salmoura a 20% de sal (Busnello, 2008).

O intuito da salga é conferir ao produto final caracteristicas sensoriais, tecnologicas,
alem de preservar o alimento devido as propriedades antimicrobianas associadas ao sal (Le et

al., 2022), como é observado na figura 1.

Figura 1 — Propriedades funcionais sensoriais e tecnologicas da adi¢do do sal (cloreto de sddio)
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Fonte: A autora.

aceitabilidade pelo produto. Este processo ocorre de maneira intuitiva, pois através do paladar
é possivel ter a percepcao de alimentos nutritivos. Quando o alimento é submetido ao processo
de mastigacgdo, ocorre a liberagdo de ions sodio (Na*) e ions cloreto (CI) na cavidade oral
(SHEN et al., 2022). Do ponto de vista da quimica, a deteccéo do sabor € facilitada pelas papilas

gustativas multicelulares localizadas predominantemente na cavidade oral, especialmente na
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lingua. Estas papilas exibem atributos funcionais que estabelecem conexdes com 0s neurénios,
convertendo os estimulos gustativos em sinais eletroquimicos, os quais, por sua vez, sdo
conduzidos aos nervos sensoriais (Barlow, 2015).

Além disso, a adicdo de sal no queijo Minas frescal desempenha um papel crucial na
garantia da seguranca do alimento e no processo tecnoldgico, através da reducdo da atividade
de 4gua (aw), controle da atividade de bactérias ndo acido laticas e modulacdo da atividade das
BAL, contribuir para o processo de expulsdo do soro, controle da glicolise, protedlise e lipblise
durante o periodo de estocagem, aumento da hidratacdo da caseina e contribuir para manutencdo
do pH (Bansal; Mishra, 2020).

1.2.2 Preocupacdo emergente sobre o consumo de sodio: impacto na saude publica e agéncias
reguladoras

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) recomenda que o consumo diario de sal seja
de 5 g ou 2.000 mg de sodio (World Health Organization et al., 2012), para que desta forma o
sal possa exercer suas importantes funcdes no organismo, como: funcGes metabolicas,
manutencdo do equilibrio osmético celular (Petit et al., 2019), manutencdo do plasma,
manutencdo do equilibrio &cido-base, e transmissao de impulsos nervosos (Aburto et al. 2013).

No entanto, quando o consumo de sal excede o valor de 5g/dia, devido aos novos habitos
alimentares e com o consumo excessivo de alimentos processados (Juraschek et al., 2021), a
resposta do organismo ao excesso desse nutriente passa a ser observado através do aumento dos
niveis da pressao arterial (> 140/90 mmHg).

Como consequéncia ao aumento da pressao arterial, o desenvolvimento das Doencas
Crdnicas Ndo Transmissiveis (DCNT), como derrame cerebral, perda de visao, ataque cardiaco
e insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia e doenca renal, problemas reprodutivos e também doenca
arterial periférica (CDC, 2021; Wang et al., 2020; Whelton et al., 2018; Horikawa et al., 2014)
podem ser favorecidos. Além disso, hd consenso entre o meio cientifico da correlacdo entre o
excesso de sddio e outras doencas, como cancer de estdbmago (Parkin, 2011) e risco de
obesidade (Ma; He; Macgregor, 2015).

Por ser um problema de saude pablica, ha um acordo entre as agéncias reguladoras sobre
0 consumo de sédio ao redor do mundo, como a Food and Drug Administration (FDA),
recomendam uma ingestao de sodio de 2,3g/dia (FDA 2021). Enquanto a European Food Safety
Authority (EFSA) sugere uma ingestdo de 2g de sodio por dia como segura e adequada para a

populagdo adulta da Unido Europeia (On Nutrition, EFSA Panel et al., 2019), e a Sociedade
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Alema de Nutrigdo (DGE) recomenda uma ingestao de cerca de 2,4g de sodio por dia (Klenow;
Mensink, 2016). Recentemente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) propde a reducdo do
consumo de sal (NaCl) de 5g por dia para menos de 2g por dia até 2025, reduzindo assim a
ingestdo de sal em 30% (Rybicka; Nunes, 2022).

Em concordancia com a OMS, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
com o intuito de reduzir os riscos envolvidos com a alta ingestdo de sal, estabeleceu na Gltima
década os Programas de Monitoramento dos Teores de Sédio e Aclcares em Alimentos
Industrializados, por meio do Termo de Compromisso estabelecido em 2011 entre o Ministério
da Saude e entidades representantes da industria de alimentos (ANVISA, 2020). Para o sddio,
existem 5 Termos de Compromisso (TC), cujo objetivo era reduzir em 35 categorias de
alimentos industrializados ao longo dos anos de 2012 a 2020, entre os produtos, o TC destaca

acordo para reducéo de sodio no queijo mussarela, petit suisse e requeijao (ANVISA, 2020).

1.3 Compostos bioativos de produtos naturais

As partes comestiveis dos produtos naturais como as plantas, frutas, polpas, folhas e até
mesmo as partes consideradas residuos (por exemplo: galho, tronco, casca, semente) séo
consideradas ricas em compostos bioativos (Lima; Carvalho; Conte-Junior, 2022). As plantas
sdo capazes de produzir compostos bioativos, classificados como metabolitos primarios e
secundarios.

Os metabolitos priméarios sdo compostos essenciais ao desenvolvimento da propria
planta. Enquanto os metabolitos secundarios sdo moléculas que desempenham acao na evolugéo
dos vegetais e na interacdo com os seres vivos (Pachecho Borges, 2020). Os compostos
bioativos sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, como por exemplo, terpenos,
compostos fendlicos e nitrogenados. Entre essas moléculas, os compostos fendlicos sdo
reconhecidos por uma vasta classe de compostos, podendo ser classificados em composto
fendlico simples e compostos polifenodis (Al Mamari, 2021).

Os compostos fendlicos simples contém uma unidade fenol (ou um derivado dela);
enquanto que as moléculas com mais de uma unidade de fenol sdo classificadas como
polifendis. Os compostos polifendis, como por exemplo, flavonoides, acidos fendlicos e
taninos, apresentam efeitos benéficos a salde do consumidor, atuando como agente anti-
inflamatério (Ammar et al., 2016), antioxidante (Lima et al., 2023), antimicrobiano (Lima et
al., 2023; Li et al., 2020), e também efeitos anticancer (Chang et al., 2018).
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1.3.1 Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU)

Os compostos bioativos sdo moléculas com distribuicdo em diferentes locais na célula
da planta, podendo ser encontrado no citosol, vactolo, nlcleo e mitocéndria (Yusoof et al.,
2022). Para obter as moléculas presente nos diferentes locais da célula é necessario adotar uma
técnica de extracdo, podendo ser através de métodos convencionais ou nao-convencionais. O
método convencional (por exemplo, maceracdo, destilacdo, decoc¢do, Soxhlet) foi utilizado por
décadas na comunidade cientifica, no entanto, as limitacfes desse método, como maior tempo
para extracdo, uso excessivo de solvente e altas temperaturas favorecem a degradagdo dos
compostos bioativos (Agregan et al., 2021). Desta forma, o uso de métodos ndo-convencionais
(por exemplo, ultrassom) surge como uma alternativa aos métodos convencionais, pois
necessita de menor volume de solvente, menor tempo para extracdo, além do maior controle da
temperatura durante a extracdo com auxilio do chiller. Esses fatores favorecem, portanto, o
maior rendimento na extracdo dos compostos bioativos (Fu et al., 2012). Além disso, 0
ultrassom emerge como uma tecnologia verde pois possui menor custo e menor consumo de
energia (Nie et al., 2021).

A extracdo dos compostos bioativos com o auxilio do ultrassom é favorecida pela soma
de diversos fatores, como: o processo de sonicacdo, a frequéncia utilizada, o controle da
temperatura e o tipo de solvente utilizado. A formacéo de bolhas de cavitacdo ao colidirem na
célula vegetal induz efeitos mecanicos e térmicos, que provocam danos a parede celular e com
a presenca do solvente favorece o carreamento dos compostos bioativos para o meio
extracelular (Yusoff et al., 2022; Bi et al., 2019). A escolha do solvente deve ser em funcéo da
estrutura quimica dos compostos alvos da extracdo, e o etanol surge como uma alternativa capaz
de recuperar o maior teor de compostos fenolicos. 1sso ocorre porgue o etanol € um solvente
polar (contém um grupo hidroxila — doador de hidrogénio) que favorece a preferéncia pela
extracdo de compostos de baixo peso molecular, como os compostos fenolicos glicosilados e
ndo glicosilados (Martinez-Ramos et al., 2020). Além disso, para a adequada recuperacao dos
compostos, a frequéncia utilizada é a partir de 20 kHz (Qian et al., 2020). O aumento da
temperatura pode contribuir para o aumento no desempenho da extracdo pelo processo de
quebra de ligacdo e aumento da solubilidade dos compostos, favorecendo o aumento da taxa de
difusdo e da transferéncia de massa. No entanto, a escolha da faixa de temperatura deve ser feita
de maneira a garantir o melhor rendimento de extragdo sem degradar os compostos termo

sensiveis (Sharayei et al., 2021).
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1.4 Coco babacu

O coco babacu é uma fruta oriunda da palmeira de babacu pertencente a familia
Arecaceae, e ao género Attalea (De Medeiros-Costa, 1984; Araruna et al., 2020). E encontrada
principalmente na regido Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, mais especificamente na
zona de transicdo entre as florestas tmidas da Amazénia e o cerrado, sendo conhecida como
“Mata dos Cocais” (Araujo et al., 2014). A mata dos cocais € uma regido que atinge
aproximadamente 18 milhdes de hectares, distribuidos principalmente nos estados do
Maranhio, Piaui e Tocantis (Araruna et al. 2020; CONAB, 2021; Carrazza; Avila; Silva, 2012).

A figura 2 retrata a localizagdo majoritaria das palmeiras de babacu.

Figura 2 — Localizagdo geografica majoritaria das palmeiras de babagu (Attalea speciosa)
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Fonte: A autora.

A palmeira pode atingir até 20 metros de altura e ter uma producdo de mais de 300 a
500 frutos em cada safra. Tendo como caracteristica a producdo de frutos o ano todo, porém,
observa-se que a producéo € intensificada entre os meses de Agosto a Janeiro, e cada planta
pode gerar até 6 cachos (Soler; Vitali; Muto, 2007).

O coco babacu é dividido em 4 partes: epicarpo (representando 11% do peso total do
fruto), mesocarpo (representando 23% do peso total do fruto), endocarpo (representando 59%
do peso total do fruto) e améndoa (representando 7% do peso total do fruto), a figura 3
demonstra como ¢ a divisdo do fruto (Bastos Araruna et al., 2020). Da totalidade do fruto, a
parte mais nobre e de maior interesse é a améndoa para producédo do 6leo de améndoa (Maniglia

et al., 2017), enguanto as outras partes sdo consideradas residuos (Dutra Santos et al., 2022).
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Os compostos bioativos no coco babagu vem sendo estudado nas ultimas décadas. A
presenca de &cido graxo saturado de cadeia curta e polifendis, no 6leo e no mesocarpo,
respectivamente, desempenham mecanismo antioxidante e antimicrobiano (Lima et al., 2023;
Santos et al., 2020). Além disso, os beneficios significativos a saude e propriedades biolgicas
de derivados de babacu e seus residuos da améndoa em aplicacdes sdo relevantes nas areas de
aditivos e embalagens alimentares, médicas e farmacéuticas (Paixao, 2021), devido aos efeitos
anti-inflamatorio (Reis et al., 2017; Santos et al., 2020; Barroqueiro et al., 2016), antioxidante
(Maniglia et al., 2017) e antimicrobiano (Lima et al., 2023).

Figura 3 — Coco babagu e a divisdo do fruto em epicarpo, mesocarpo, endocarpo e améndoa

Epicarpo

Endocarpo

Mesocarpo

Améndoa

Fonte: A autora.

1.4.1 Importancia econémica, social e ambiental

O coco babagu é uma fruta que contém améndoa rica em 6leo que é utilizada para
producdo do 6leo de babacu (Maniglia et al., 2017). O 6leo de babacu é um 6leo vegetal leve
extraido das améndoas frequentemente utilizado em alimentos, cosméticos e produtos para a
pele (Burlando; Cornara, 2017; Vieira et al., 2023; Do Rosario et al., 2021).

E uma fruta de grande importancia financeira para o pais, no ano de 2020 o Brasil
produziu aproximadamente 48 mil toneladas, que gerou quase 80 milhdes de reais (CONAB
2021). Além disso, pesquisadores da Future Market Insights projetam um aumento de USD
227,7 milhGes em 2022 para USD 347 milhdes até 2032 no mercado de 6leo de babagu (Future
Market Insights, 2022).



28

Esse retorno € fundamental para o sustento de mais de 300 mil mulheres, pois, sdo as
responsaveis por realizar a quebra do coco babacu e obter a améndoa presente no interior do
fruto (Cavallari; Toledo, 2016; CONAB, 2021). Essas mulheres o quebram manualmente,
principalmente para obter a semente, enquanto as outras partes do babacu séo residuos, ou seja,
biomassa (Fronza et al., 2020; Teixeira, 2008).

Para minimizar o impacto negativo ao meio ambiente, o uso do babacu e as suas fracdes
foi descrito em diversas categorias: utensilios e ferramentas, construcdo, alimentacdo humana,
combustivel, medicinal, ambiental, alimentacéo animal, uso cultural e outros. Por exemplo, na
Engenharia de Materiais, os subprodutos do babagu (endocarpo, mesocarpo, epicarpo e carvao
ativado) foram considerados como materiais adsorventes promissores com potencial para
adsorver espécies-alvo inorganicas e organicas (Da Silva et al., 2019). O epicarpo e o endocarpo
usados na producdo de artesanato, carvao e adubo organico (Da Silva et al., 2019; Melo et al.,
2019), o mesocarpo utilizado na industria de panificacdo (Cardoso Vieira et al., 2023), ou na
industria quimica/alimenticia/farmacéutica (Fernandes et al., 2021), como fonte de nutri¢éo
para animais (Reis et al., 2017). Portanto, no processamento do coco babacu para obter 6leo a
partir do nicleo da améndoa, o volume de residuos pode representar 90% do fruto de babagu

processado e 35% do material residual da semente (bagaco, casca).

1.5 Justificativa

Diante do exposto, torna-se necessario elucidar novas alternativas para reduzir a
ingestdo diaria de sal (e consequentemente, reduzir a ingestéo de sodio) através dos queijos. No
entanto, a simples reducdo do sal pode gerar impactos negativos no produto final, como
alteracdo de sabor, textura, e também na qualidade microbiolégica. Sendo assim, adicionar o
extrato do mesocarpo do coco babagu surge como uma alternativa sustentavel, ecoldgica e com
efeitos benéficos para o consumidor, aléem de se tornar uma potente estratégia para produtores,

visando a garantia da qualidade do produto final durante o prazo de validade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Propor alternativa a reducdo de sal (NaCl) durante a producdo do queijo Minas frescal,
para diminuir a ingestdo diaria de sodio, e suprir essa reducdo com a adicdo do extrato do
mesocarpo do coco babagu para minimizar 0s impactos negativos nos parametros centesimais,

fisico-quimicos e microbioldgicos do queijo.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar, por meio de revisdo da literatura, os beneficios biologicos associado as
diferentes fracdes do coco babagu, como epicarpo, mesocarpo, endocarpo e améndoa, a fim de
identificar os gaps presentes na literatura sobre os residuos gerados durante a obtencédo do 6leo
da améndoa;

Propor posteriormente a producéo e utilizacao do extrato etandlico com mesocarpo com
auxilio de uma técnica eco-friendly (ultrassom) utilizando um solvente ndo téxico (etanol)
classificado como “GRAS” (Geralmente Reconhecido Como Seguro);

Identificar a melhor razdo solido-liquido da extracdo do mesocarpo com o etanol;

Realizar triagem fitoquimica dos extratos obtidos e identificar a capacidade antioxidante
e antimicrobiana in vitro;

Produzir um queijo Minas frescal reduzido de sal e adicionar o extrato do mesocarpo do
coco babacu com diferentes concentracdes de sal e extrato;

Monitorar a qualidade fisico-quimica, por meio de analises do pH, porcentagem de acido
latico, teor de umidade e lipidios, oxidacdo lipidica, parametros de cor (L*, a* e b*) e por meio
das propriedades de textura instrumental (dureza, elasticidade, coesdo, gomosidade,
mastigabilidade e resiliéncia);

Avaliar a qualidade microbiolégica, por meio da contagem de microrganismos

mesofilos e psicotroficos durante o periodo de estocagem.
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3 METODOLOGIA

O mesocarpo do coco babacu (Attalea speciosa) foi adquirido j& separado do coco
babacu, por meio de doacdo de produtores rurais da cidade Mata Roma, Maranh&o, Brasil (-
3.6261 S, -43.1113 W).

O extrato produzido a partir do mesocarpo foi registrado no Sistema Nacional de Gestéo
do Patrimbnio Genético (SisGen) e do Conhecimento Tradicional Associado, sob 0 nimero de
cadastro AA37A5F (ANEXO A).

3.1 Obtencao do extrato etandlico do mesocarpo por Extracdo Assistida por Ultrassom
(EAU)

ApoOs o recebimento do material aproximadamente 200g da farinha do mesocarpo
passou pelo processo de secagem em estufa (Marconi®) a 45°C durante 48 horas (Figura 4),
afim de remover qualquer umidade que ndo fosse de origem do mesocarpo, deste modo,
reduzindo a aw para garantir maior qualidade microbiologica e estabilidade quimica dos
compostos, evitando alteragcdes nutricionais, tecnoldgicas e sensoriais decorrentes de reacoes

quimicas (Cavalcante Neto, 2012).

Figura 4 — Quatro cépsulas de porcelana com aproximadamente 50g de mesocarpo, submetidos

ao processo de secagem em estufa a 45°C durante 48h

Fonte: A autora.
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Para realizacdo da triagem e analises in vitro, a extracdo foi realizada com o auxilio do
processador ultrassdnico/sonicador (Sonics Vibra-Cell) de frequéncia fixa de 20 kHz, com
célula de vidro conectada a um chiller (unidade de resfriamento) para auxiliar no controle da
temperatura provocado pelo ultrassom. Para solventes com baixo ponto de ebuligéo, o resfriador
ajuda a reduzir as perdas por evaporacdo para a atmosfera (Cassiana Frohlich et al., 2022). Para
obtencdo do extrato foi adicionado o mesocarpo e etanol 94% (v/v) como solvente em um tubo
falcon de 50mL, respeitando a razdo solido-liquido 1:4, 1:10 e 1:25 (m/v) e submersos em agua
ultrapura. As amostras foram nomeadas de R4, R10 e R25, respectivamente, conforme

observado na figura 5 (A, B e C).

Figura 5 — Mesocarpo acondicionado em tubo falcon de 50mL. A: Tubo falcon com 7,5 g de
mesocarpo, razdo 1:4 (m/v), em triplicata. B: Tubo falcon com 3 g de mesocarpo,
razdo 1:10 (m/v), em triplicata. C: Tubo falcon com 1,2 g de mesocarpo, razéo 1:25

(m/v), em triplicata
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Fonte: A autora.

Em seguida, cada amostra foi extraida duas vezes. A primeira extracao foi realizada com
30mL do solvente e sonicada por 20 min a 20°C, com amplitude de poténcia de 40% e
frequéncia de 20 kHz. Seguido de centrifugacdo (High-Speed Centrifuge, Avanti J-30I -
Beckman Coulter) a 1400 x g, por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi filtrado com papel filtro
(QUALY®). O precipitado foi submetido & uma segunda extracdo sob as mesmas condicdes da
primeira extracdo. Posteriormente, o extrato foi colocado em frasco &mbar e armazenado em
geladeira (MetalFrio) a -20°C até ser utilizado em analises posteriores. A figura 6 demonstra o
processo para obtencdo do extrato. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A
concentracdo final dos extratos foi de 250mg/mL, 100mg/mL e 40mg/mL para as amostras R4,

R10 e R25, respectivamente.
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Figura 6 — Esquematizacéo do processo de extracdo assistida por ultrassom (EAU)
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Fonte: A autora.

Para avaliar o efeito in situ no queijo Minas frescal, foi produzido o extrato seguindo a
razdo solido-liquido de mesocarpo para etanol 94% (v/v) de 1:25 (m/v). Apos a extracédo, 0
solvente etandlico foi removido em rotaevaporador (BUCHI, Rotavapor R-100) a 36°C e
110mBar, e colocado em frasco ambar e armazenado em geladeira (Thermo Scientific) a 2°C

até ser adicionado ao queijo.
3.1.1 Caracterizacdo fitoguimica dos extratos
3.1.1.1 Teor de polifendis totais nos extratos

O teor de polifenois totais foi determinado pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau seguindo a metodologia descrita por Singleton e Rossi (1965) e Singleton, Orthofer
& Lamuela-Raventds (1999) com modificacbes. A diluicdo prévia dos extratos em agua
ultrapura foi realizada quando o valor mensurado no espectrofotbmetro estava acima do
intervalo linear da curva padrdo. 150uL de cada extrato (R4, R10 e R25) foram transferidos
para um tubo de ensaio e em seguida foram adicionados 850uL de agua ultrapura (Milli-Q®) e

2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu 10% (v/v) aos extratos e misturados com auxilio do vértex
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por 10 segundos e mantido em repouso por 5 min. Depois, 2 mL da solu¢do de carbonato de
sodio (Na2CO3) 7,5% (m/v) e 2 mL de agua ultrapura foram adicionados e misturados em vértex
por 10 segundos. Posteriormente, as amostras foram deixadas em repouso por 2 horas em
temperatura ambiente e no escuro. A absorbancia foi medida a 760 nm pelo espectrofotometro
UV-VIS (UV-1900i, Shimadzu, Kyoto, Japdo). A curva de calibracio (0,7 a 2,8 mg/L, R? =
0,9988) foi calculado usando &cido galico como padréo, sendo observado na figura 4. O teor de
polifendis totais foi expresso em mg equivalente de acido gélico por 100 g de amostra seca
(mgEAG/100 g). Todas as analises foram realizadas em triplicata e em ambiente protegido da

luz.

Figura 7 — Curva padrdo de &cido galico
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Fonte: A autora.

3.1.1.2 Teor de flavonoides nos extratos

O teor de flavonoide foi determinado usando o padrdo quercetina de acordo com
literatura (Woisky; Salatino, 1998), modificado para este ensaio. A diluicdo prévia dos extratos
em agua ultrapura foi necessaria quando o valor mensurado no espectrofotdmetro estava acima
da faixa linear da curva padrdo. 500 pL de cada extrato (R4, R10 e R25) foram transferidos
para um tubo de ensaio e posteriormente 2 mL de agua ultrapura (Milli-Q®) e 150 pL de solucéo
de NaNO- a 5% (m/v) foram adicionados e mantidos em repouso por 5 minutos. Em seguida,

150 pL de solucgdo de AICIz a 10% (m/v) foram adicionados e mantidos em repouso por 5 min.
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Decorrido o tempo, foram adicionados ao tubo 1 mL de NaOH 1 mol/L e 1200 pL de agua
ultrapura. O tubo de ensaio com todos os reagentes foi misturado em vortex por 10 segundos.
Depois disso, as amostras foram deixadas em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente
e na auséncia de luz. A absorbancia foi medida em 425 nm por espectrofotometro UV-VIS
(UV-1900i, Shimadzu, Kyoto, Japdo). A curva de calibracdo (0,150 a 0,850 mg/mL, R? =
0,9969) foi calculado usando quercetina como padrdo, conforme observado na figura 5. O teor
de flavonoides foi expresso em mg de quercetina equivalente por 100 g de amostra seca
(mgEQ/100 g). Todas as andlises foram realizadas em triplicata e em ambiente protegido da

luz.

Figura 8 — Curva padrdo de quercetina
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Fonte: A autora.

3.1.2 Capacidade antioxidante dos extratos

3.1.2.1 FRAP (Poder antioxidante redutor férrico)

O ensaio foi adaptado de acordo com Benzie e Strain (1996) e Rufino et al. (2006). A
diluicdo prévia dos extratos em &gua ultrapura foi necessaria quando o valor mensurado no
espectrofotbmetro estava acima da faixa linear da curva padrdo. Assim, 45 yL de cada extrato

(R4, R10 e R25) foi transferido para um tubo de teste com 135 pL agua ultrapura e 1,35 mL de
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reagente FRAP. Depois disso, a solucéo foi misturada em vértex por 10 segundos e as amostras
foram deixadas em repouso por 30 min em banho-maria (Thermo Scientific) a 37°C e protegidos
da luz. A absorbéancia foi medida a 595 nm pelo espectrofotémetro UV-VIS (UV-1900i,
Shimadzu, Kyoto, Jap&o). A curva de calibragio (de 0,160 a 0,800 umol/mL, R?= 0,9999) foi
calculada usando Trolox como padréo, e a capacidade antioxidante do FRAP foi expressa como

pmol de Trolox equivalentes por grama de amostra seca (umol TEAC/100 g).

Figura 9 — Curva padrdo de trolox
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Fonte: A autora.

3.1.2.2 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Atividade sequestradora de radical DPPH para extrato de mesocarpo de babacu foi
determinado para as amostras R4 (250 mg/mL) e R25 (40 mg/mL) usando o método DPPH de
Brand-Williams et al. (1995) e EMBRAPA (Magalhées et al., 2018), modificado para este
ensaio. Inicialmente, seis concentracdes foram preparadas, diluindo cada extrato em &gua
ultrapura: 50 a 250 mg/mL para R4 e 8 a 40 mg/mL para R25. No escuro, 0,1 mL da solucédo
extrato ou 0,1 mL de etanol 94% v/v (controle) foi adicionado e misturado com auxilio do
vortex a uma solucdo 0,06 mM de metanol DPPHe (3,9 mL) e misturado vigorosamente por
vortex. Depois disso, a diminuigdo da absorbancia a 515 nm usando um espectrofotémetro UV-
VIS (UV-1900i, Shimadzu, Kyoto, Japdo) foi monitorado durante o tempo até que a reacdo

atingisse um nivel de platd para definir o tempo de ECsq (tecso) para cada extrato. O tecso para
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as amostras R4 foram identificadas como tecso = 0 (ou seja, definido apés a adicdo de DPPH
para extrair a solucéo), enquanto para R25 foi tecso = 120 min (ou seja, determinado ap0s as
solucBes terem sido incubadas no escuro a temperatura ambiente durante 120 min). Depois, as
mudancas de cor (de violeta profundo para amarelo claro) e as absorbéancias foram lidas a
515nm apds cada tecso contra um branco que foram preparados de forma semelhante ao
controle, substituindo a solugéo do radical DPPH por metanol (3,9 mL) e 0,1 mL de etanol 94%
(v/v). O nivel de DPPH - restante no meio reacional de cada concentracao testada foi calculado

usando a seguinte Equacéo 1:

%DPPH tante — Absorbancia da amostra 100 (Ea 1
0 restante = Absorbancia do conrole x (Eq 1)

Apods a determinacdo da % DPPHe restante na concentra¢do inicial do extrato, a
respectiva % de DPPH residuale foi calculado e plotado em fungao da concentragdao do extrato
para DPPH+ (mg/L). Entdo, a concentracdo de extrato (mg/L) necessaria para atingir 50% de
DPPHe remanescente no meio reacional (Coeficiente de Inibi¢do - 1Csp) foi determinado por

regressio linear (R?= 0,9999), conforme Equagio 2:

50-b

IC5o = (Eq.2)

Assim, a Atividade de Elimina¢ao do DPPHe foi definida como a quantidade de extrato
de mesocarpo de babagu necessario para diminuir a concentragéo inicial de DPPHe ([DPPH<]o)
em 50% (Concentragéo Eficiente = CEso) (mg mesocarpo/mg DPPH), de acordo com a Equagao
3:

ICsg

ECp = ——o—
>0 [DPPH #]0

(Eq.3)

O [DPPH<]0 no meio reacional foi calculado a partir de uma curva de calibracao de 10

a 60 pmol/L, determinada por regressio linear (R?>0,9888).

3.1.3 Determinacgéo da atividade antimicrobiana in vitro
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As propriedades antimicrobianas do extrato etandlico do mesocarpo do coco babagu
foram analisadas pelo Teste de Difusdo em Disco (Método Kirby-Bauer) contra duas bactérias
Gram-negativas (Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Escherichia coli ATCC 25922) obtida
do banco de cultura da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

3.1.3.1 Preparacéo da suspenséo bacteriana

Para o0 preparo das suspensdes bacterianas, as col6nias foram removidas do estoque e
transferidas para um tubo de ensaio contendo o caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi,

Espanha), e posteriormente foram incubadas a 37°C por 24 horas.

3.1.3.2 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi determinada pelo teste de suscetibilidade antimicrobiana
por difusdo em disco (CSLI - Clinical & Laboratory Standards Institute, 2018). Ap0s 24 horas
em caldo BHI, as suspensdes foram espalhadas em agar Muller-Hinton e um disco (6 mm de
didmetro) imbuido com o extrato etandlico do mesocarpo de babacu foi acondicionado na
superficie do agar. O disco de ampicilina (10 mcg) foi utilizado como controle positivo, e 0
disco (6 mm de diametro) imbuido apenas com etanol 94% (v/v) foi utilizado como controle
negativo. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

A determinacdo da atividade antibacteriana foi realizada com base na zona de inibicao
observada em um disco de amostra colocado em uma placa. Esta zona representou uma area
livre de bactérias, medida ao longo de seu diametro, e a distancia obtida foi registrada como o
tamanho da zona. Assim, os resultados foram expressos como didmetro da zona de inibicao

(mm). Todos os testes foram realizados em triplicata experimental e duplicata analitica.

3.2 Producdo do queijo Minas frescal

O queijo Minas frescal foi produzido segundo Rocha et al. (2020), no Nucleo de Analise
de Alimentos (NAL) do Laborat6rio de Apoio ao Desenvolvimento Tecnolégico (LADETEC)
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Para a fabrica¢do do queijo, foram obtidos
20L de leite integral (3% de gordura) pasteurizado em mercado local. O leite foi aquecido a
37°C em banho-maria (Thermo Scientific) e posteriormente foram adicionados ao leite 0s

ingredientes, cloreto de calcio 40% (Bela Vista Produtos Enzimaticos®) e coagulante liquido
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(Ha-La®). Em seguida foram homogeneizados e mantidos em repouso por 40 minutos a 37°C
para que ocorresse a coagulacdo enzimatica. Em seguida, a coalhada foi cortada até a obtencédo
dos gréos de 2cm e mantido em repouso por trés minutos, seguindo-se uma mistura lenta por
20 minutos. O soro foi separado e a coalhada restante foi colocada em molde plastico de 500g.

Foram desenvolvidos quatro tratamentos: queijo controle (QC), com 1,5% (m/m) de sal,
sem extrato; queijo 1 (Q1), com 1,5% (m/m) de sal e 7% (v/m) de extrato; queijo 2 (Q2), com
0,75% (m/m) de sal, sem extrato; e queijo 3 (Q3), com 0,75% (m/m) de sal e 7% (v/m) de

extrato conforme observado na Figura 10.

Figura 10 — Fluxograma esquematico da producdo do queijo Minas frescal
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Fonte: A autora.



39

3.2.1 Composicéo centesimal

A caracterizacdo do queijo Minas frescal quanto aos parametros de umidade, teor de
gordura e quantidade de sal (cloreto de sddio) foram analisadas apenas no primeiro dia de

armazenamento.

3.2.1.1 Teor de umidade

A umidade foi determinada pelo método tradicional segundo Dantas et al. (2016) com
algumas modificacdes. 5g das amostras foram colocados em estufa (Marconi) a 105°C por 3
horas permanecendo no dessecador por 30 minutos, em seguida foram pesadas em balanca
analitica. Posteriormente, foi deixado no forno por mais 1 hora e as a¢cdes foram repetidas até
obtencdo do peso constante. Os resultados foram expressos como % de umidade pela Equacéo
4:

peso final

% de umidade = x 100 (Eq. 4)

peso inicial

3.2.1.2 Teor de lipideos

A determinacéo do teor de gordura do queijo foi realizada pelo método Soxhlet segundo
Tabet et al. (2023). A gordura do queijo desidratado (5g) foi extraida com éter de petrdleo
(LABSYNTH, Séo Paulo, Brasil) por 7 horas. Em seguida as amostras foram levadas a estufa
(Marconi) a 105°C para evaporacdo do solvente. Os resultados foram expressos como % de

gordura pela Equacéo 5:

(copo extrator+gordura)—copo extrator

% de gordura = x 100 (Eq.5)

peso da amostra umida

3.2.1.3 Teor de cloreto de sddio (NaCl)

A quantificacdo do teor do cloreto de sodio (NaCl) foi realizado utilizando o
refratbmetro digital portatil Salt (ATAGO®, Tdquio, Japdo). 1g de amostra foi diluido em 9mL
de &gua tipo 1 (Milli-Q®) e homogeneizado por um homogeneizador (Enrichment Sample

Homogenizer, Merck Millipore, Franga) por dois minutos e na velocidade 2. Em seguida, uma
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aliquota da solucdo foi utilizada para determinagdo do teor de cloreto de sodio. Os resultados

foram expressos como % NacCl.

3.2.2 Andlise fisico-quimica

Os parametros fisico-quimicos como pH e acidez titulavel dos queijos foram realizados
nos dias 1, 7, 14 e 20 apds a fabricacdo. Enquanto a analise para determinar a oxidacdo lipidica
nos queijos foi realizada nos dias 1, 14 e 20 apds a fabricacéo.

3.2.2.1 pH

Os valores de pH foram mensurados conforme metodologia descrita por Dantas et al.
(2016). Para esta anélise, o eletrodo do pHmetro foi inserido diretamente na massa de queijo

até estabilizag&o do pH.

3.2.2.2 Acidez titulavel

A acidez titulavel foi realizada conforme Castanheira et al. (2012). Para a analise, 10g
dos queijos foram previamente macerados em 50mL de &gua destilada aquecida (a 40°C) e
completados até 100ml com agua destilada fria em baldo volumétrico. Em seguida, titulou-se
50mL da mistura com NaOH 0,1mol/L utilizando entre 4 a 5 gotas de fenolftaleina 1% (m/v)

como indicador. Os resultados foram expressos como % de acido lactico.

3.2.2.3 Oxidacdao lipidica

A oxidacdo lipidica foi realizada de acordo com Oancea et al. (2022) com adaptacéo por
ensaio de substancias reativas ao acido 2-tiobarbitarico (TBARS). Antes do teste, foi preparada
a solucdo padrdo serial de 1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMP). 5g das amostras de queijos
foram inicialmente homogeneizadas com 4cido tricloroacético (TCA) 15% e 50uL de
hidroxitolueno butilado (BHT) 7,2% com auxilio do Turrax a 10.000 rpm, apds centrifugacédo
a 3.000 rpm por 5 min a 7°C. Em seguida, 1 mL do sobrenadante obtido do homogeneizado e 1
mL de cada solucdo padrdo foram misturados com 1 mL de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,8%,
aquecidos a 90°C por 30 minutos, posteriormente resfriados em agua gelada por 10 minutos e

mantidos & temperatura ambiente durante 30 minutos. A concentracdo equivalente de TMP
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(mmol/L) das amostras foi determinada por uma curva padréo desenvolvida a partir da
absorbancia da curva padrdo de TMP (R? = 0,9957) na concentragdo de 0,00025 a 0,0020
mmol/L. A transformacdo final do TMP em malonaldeido (MDA) foi determinada
multiplicando a quantidade de mmol/L de equivalente de TMP por grama da amostra pelo peso
molecular do MDA (Chen et al. 2022). Os valores da absorbancia foram lidos a 532nm
utilizando espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu, Kyoto, Japédo), e os resultados foram

expressos em mg de equivalente de MDA/kg de queijo.
3.2.3 Andlises fisicas instrumentais

A caracterizagdo fisica queijo Minas frescal quanto aos parametros de cor e textura
foram analisadas durante o periodo de armazenamento, nos dias 1, 7, 14 e 20.

3.2.3.1 Andlise instrumental de cor

A cor foi determinada por colorimetro portatil (CM-600D Konica Minolta, Japéo),
obtendo-se os parametros L* (luminosidade), a* (verde-vermelho) e b* (azul-amarelo)
conforme descrito por Rocha et al. (2020). Os valores para claro ou escuro sao representados
por “L”, vermelho por “+a” e verde por “—a”, amarelo por “+b” e azul por “—b” conforme a
figura 11. Antes das analises, o colorimetro foi calibrado com a cor branca do préprio
instrumento e os parametros para analises foram realizados com iluminante D65 e angulo de
visdo de 10°. Os parametros de cor foram determinados em trés locais da superficie de cada

queijo.

Figura 11 — Plano cartesiano para mensurar a cor pelos parametros L*, a* e b*
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Fonte: Foto retirada da internet.
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3.2.3.2 Anélise instrumental de textura

A textura das amostras foi realizada conforme Pérez-Soto et al. (2021) e Moreira et al.
(2021). A andlise do perfil de textura (TPA) foi medida utilizando um analisador de textura
(TA.XTplus; Stable Micro System, Godalming, UK), equipado com uma célula de carga de
5kg, utilizando uma sonda cilindrica (sonda P/36 R, 36mm de diametro). As amostras foram
cortadas em cubos (2 cm x 2 cm x 2 cm) e comprimidas em dupla compressédo, com velocidade
pré-teste de 5 mm/s, velocidade de teste de 10 mm/s e velocidade pds-teste de 5 mm/s, e
comprimindo-os a 50% de sua altura. Todo o experimento foi realizado em temperatura
ambiente (20 £ 2°C).

3.2.4 Analise microbioldgica in situ

A contagem das bactérias mesofilas, psicotroficas e bactérias acido lacticas (BAL) dos
queijos Minas frescal foram realizadas nos dias 1, 7, 14 e 20 apds a fabricacdo. O preparo das
amostras foi realizado conforme Moreira et al. (2022) com algumas modificacbes, 10g de cada
queijo foram homogeneizados em 90 ml de solugédo salina 0,9% (m/v) no homogeneizador.
Posteriormente foi realizada diluicao seriada com inoculacao de 100uL em agar de crescimento
especifico pela técnica de spread-plate. A contagem das bactérias mesofilas e psicotroficas
foram determinadas através do crescimento em Plate Count Agar (PCA; Neogen®, Brasil) apds
incubacgdo a 37°C por 48h e a 7°C por 10 dias, respectivamente. As BAL foram determinadas
através do crescimento em Agar Man, Rogosa e Sharpe (MRS; Kasvi®, Espanha) a 37°C por
48h. Todas as analises foram realizadas seguindo metodologias analiticas, e foram realizadas

com triplicata experimental e duplicata analitica.

3.2.5 Analise estatistica

A analise estatistica para os resultados obtidos na triagem fitoquimica dos extratos (R4,
R10 e R25) foram registrados como média = desvio padrdo (DP) de trés tratamentos
independentes (n = 3), e para cada tratamento, foram realizadas réplicas técnicas em triplicata.
Foi utilizado o teste ANOVA One-way para avaliar a média dos tratamentos (1:4, 1:10 e 1:25)

em relacdo ao teor de compostos fenolicos totais, teor de flavonoides totais, capacidade
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antioxidante FRAP e analise microbioldgica. As diferencas entre os tratamentos foram
avaliadas pelo teste de Tukey, consideradas estatisticamente significantes quando P < 0,05.

A andlise estatistica para as analises realizadas no queijo a diferenca significativa entre
a média £ desvio padrdo (DP) dos tratamentos (QC, Q1, Q2 e Q3) foi determinada por meio de
uma analise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05.

Todas as anlises estatisticas foram realizadas utilizando o software XLSTAT (Versdo
2021.5, Addinsoft, Nova lorque, NY, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teor de polifenois nos extratos

A tabela 1 demonstra o rendimento e o teor de polifendis totais recuperados utilizando
o0 etanol como solvente, pelo método de extracdo com ultrassom. A respeito da relagdo solido-
liquido, a quantificacdo de compostos fendlicos do extrato etandlico do mesocarpo do coco
babacu apresentou aumento enquanto as relagdes sélido-liquido variaram. Essa diferenca foi
estatisticamente significativa (P > 0,05) e foi observada em uma relagdo sélido/liquido de 1:25
(extrato R25), maior teor de fendlicos totais (até 5,124.86 mg EAG/100 g de amostra seca).
Esse comportamento pode provavelmente ser atribuido ao aumento na relagdo solido-liquido
proporcionando um volume relativamente maior de solvente, o que, por sua vez, acelera a
difusdo de compostos. Consequentemente, o solvente pode entrar na célula, promovendo a
liberacdo de compostos fendlicos, que por sua vez podem render altos teores de polifenois
(Sousa et al., 2016).

Tabela 1 — Extracdo ultrassdnica para recuperacdo de compostos bioativos do mesocarpo do

coco babacu (A. speciosa): rendimentos de extracdo e teor de polifendis totais

Razéo
Nomenclatura | MesOcarpo: Concentracao Rendimento Teor de polifendis
solvente (mg/mL) (%) totais (MgEAG/100g)
(m/v)
R4 1:4 250 26,40 4.037,57+ 167,61a
R10 1:10 100 25,98 3.289,83 + 665,16°

R4= proporcdo mesocarpo/solvente 1:4 (m/v), R10= propor¢do mesocarpo/solvente 1:10 (m/v), R25= proporcao
mesocarpo/solvente 1:25 (m/v); EAG= equivalente de acido galico. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo de trés repetic@es. a, b: indicam diferenga significativa entre diferentes propor¢des solido-liquido
(P >0,05).

Fonte: A autora.

Relacionado aos métodos de extracao, diferentes autores observaram o teor de polifendis
no mesocarpo do coco babacu. No entanto, este foi o primeiro estudo que avaliou os parametros
experimentais como relacdo sélido/liquido e abordagem da Extracdo Assistida por Ultrassom
para recuperacao de polifenois totais do mesocarpo de babacu. Maniglia e Tapia-Blacido (2016)
identificaram um teor total de compostos fendlicos de 98,3 + 1,2 mg EAG/100g em farinha de

mesocarpo de babacu. E ao comparar nosso extrato com outra fonte de compostos fenolicos,
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como uvas de pele escura (Vitis vinifera L.) a recuperacéo foi de 162,29 a 326,18 mgEAG/100g
de peso fresco (Yilmaz et al., 2015), cacau foi de 611 mgEAG/100g, o cha verde tinha 165
mgEAG/100g e o vinho tinto tinha 340 mgEAG/100g (Lee et al., 2003).

Em nosso estudo, 0 método de extracdo, o tipo do solvente utilizado (Tiwari, 2015) e as
diferentes razdes sélido-liquido de mesocarpo para o etanol (Sousa et al., 2016) podem ter
contribuido significativamente para que valores polifendis totais recuperados fossem superiores
quando comparado com outros extratos. Além disso, € importante destacar que o contedo de
compostos fendlicos no mesocarpo pode ser influenciado por fatores ambientais, como
nutrientes foliares e do solo (Andreotti, Costa; Treutter, 2006). Todos esses fatores concordam
com Muniz-Marquez et al. (2013) relatando que a EAU dos compostos fendlicos de Laurus
nobilis também produziu os maiores teores de polifendis quando a proporcdo solido-liquido
diminuiu de 1:4 para 1:12 g/mL. Da mesma forma, D'Alessandro et al. (2012) relataram um
aumento na concentragdo de compostos fendlicos do chokeberry moido quando a razéo

solido/liquido diminui de 1:10 para 1:20.
4.2 Teor de flavonoides nos extratos

O teor de flavonoides recuperado do mesocarpo de coco babagu com auxilio do
ultrassom e com o etanol como solvente pode ser observado na Tabela 2. Em relacdo a razéo
solido/liquido, os teores de flavonoides nos extratos nao apresentaram diferenca

estatisticamente (P < 0,05).

Tabela 2 — Teor de flavonoides em extrato de mesocarpo de coco babacu (A. speciosa) por

ultrassom
Nomenclatura Razéo mesocarpo:solvente Concentracdo Teor de flavonoides
(m/v) (mg/mL) (mgEQ/1009)
R4 1:4 250 488,96 + 13,92°
R10 1:10 100 492,53 + 13,91°
R25 1:25 40 477,45 + 23,07°

R4= proporcdo mesocarpo/solvente 1:4 (m/v), R10= propor¢do mesocarpo/solvente 1:10 (m/v), R25= propor¢do
mesocarpo/solvente 1:25 (m/v); EQ= equivalente de quercetina. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo de trés repeti¢des. a, b: indicam diferenca significativa entre diferentes proporg¢des sélido-liquido
(P >0,05).

Fonte: A autora.
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Os flavonoides estdo dentro do grande grupo de compostos fendlicos (Oroian; Escriche,
2015). E encontram-se distribuidos na parede celular devido as caracteristicas hidrofobicas da
molécula (D'Alessandro et al., 2012). Desta forma, mesmo com a diferenca na razéo
solido/liquido entre os trés extratos, o resultado do total de flavonoides semelhante,
provavelmente pode estar associado ao tipo de solvente utilizado na extragdo, uma vez que a
polaridade mais baixa do etanol pode favorecer a solubilidade e a difuséo do flavonoide ao
extrato etanolico (Garcia-Castello et al., 2015; Medina-Torres et al., 2017).

Barroqueiro et al. (2016) avaliaram o extrato etandlico do mesocarpo do babacu, e
apenas 1% de flavonoides (usando a quercetina como padrdo) foi identificado. Quando em
comparagdo com outros estudos, a extracdo de flavonoides do mesocarpo de coco (Cocos
nucifera) usando acetona 60% (v/v) como solvente de extracdo e a proporcao solido/liquido de
1:5 g/mL apresentou 551,99 + 12,69 mg Rutina g/mL de peso seco (Yang et al., 2021), valor

superior ao encontrado no presente trabalho.

4.3 Capacidade antioxidante dos extratos

Para determinar a capacidade antioxidante dos extratos dois métodos complementares
foram realizados, um com base no método FRAP e outro teste para determinar a capacidade da
eliminacdo de radicais livres (DPPH). A tabela 3 demonstra os valores referente a capacidade

antioxidante dos extratos frente aos diferentes ensaios.

Tabela 3 — Capacidade antioxidante pelo método de FRAP e DPPH dos extratos de mesocarpo

de coco babacu

Razéo
mesocarpo | Concentragéo FRAP DPPH %DPPH
Nomenclatura .
:solvente (mg/mL) (umol EQT) (ECs0) remanescente
(m/v)
R4 14 250 3.327,43:314,60° | 3128 (e < | 4
oo 1 min) ’
R10 1:10 100 3.167,82340,90° - -
_ 36,78 (tecso
R25 125 40 4.037,56+187,26° >120 33,89
min)

R4= propor¢do mesocarpo/solvente 1:4 (m/v), R10= propor¢do mesocarpo/solvente 1:10 (m/v), R25= propor¢do
mesocarpo/solvente 1:25 (m/v); EqT= Equivalente de Trolox. Os resultados foram expressos como média + desvio
padréo de trés repeticBes. a, b: indicam diferenca significativa entre diferentes proporg¢des sélido-liquido (P >
0,05). - ndo foram mensurados.

Fonte: A autora.
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4.3.1 FRAP (Poder antioxidante redutor feérrico)

Em relacdo a razdo solido-liquido de mesocarpo para etanol, ndo houve diferenca
estatistica (P < 0,05) entre os diferentes extratos quanto a capacidade antioxidante pelo FRAP.
A capacidade antioxidante pelo método FRAP é baseada no poder redutor do ferro pelos
antioxidantes, sendo a reacdo espectroscopica monitorada por mudangas na absorbancia a 593
nm (Rajurkar; Hande, 2011), especificamente, pela reduco do complexo Fe**TPTZ (incolor)
para (cor azul) Complexo Fe?*-tripiridiltriazina formado pela acdo de um grupo antioxidante
doador de elétrons, em pH baixo. A tabela 3 indica a capacidade do extrato etandlico do
mesocarpo de babacu em atuar como antioxidante doador de elétrons, com estabilidade
suficiente para doar um elétron a um radical livre e neutraliza-lo, reduzindo sua capacidade de
danificar as células (Lobo et al., 2010).

Nesse caso, 0s extratos do mesocarpo de babacu provavelmente podem atacar um
radical livre pela transferéncia de um anico elétron, com alto potencial antioxidante para reduzir
certas moléculas transferindo um elétron (Karadag; Ozcelik; Saner, 2009). Esses resultados séo
particularmente interessantes para a saude humana para gerenciar doengas geradoras de
estresse. Além disso, estes extratos etandlicos verdes do mesocarpo do babacu, obtido por
variadas proporcoes solido/liquido, pode recuperar antioxidantes naturais e serem
convenientemente aplicados em tecnologia de alimentos para melhorar a estabilidade oxidativa
por ambas as funcdes de eliminacdo radicais livres e espécies reativas de oxigénio ou ions
metéalicos quelantes.

Nossos resultados concordam parcialmente com Nobre et al. (2018), os autores
encontraram alto valor de FRAP no extrato metandlico de babacu, 6.892,14 + 20,20 pg/mL,
enquanto expressamos nossos resultados em pmol TEAC/100g. Comparado a outra fruta, as
fracdes hidrofilicas da Polpa do buriti do Cerrado (Mauritia flexuosa) apresentou resultado
inferior no FRAP (38,64 umol de TE g/L) do que o extrato etan6lico do babacu mostrado aqui
(Candido; Silva; Agostini-Costa, 2015).

4.3.2 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

De acordo com os resultados obtidos para a triagem fitoquimica pode-se observar que o
extrato etandlico do mesocarpo de babacu produzido pela melhor proporcéo sélido-liquido de
extragdo, 1:4 e 1:25, mostrou 10,30% e 33,89% da concentracdo inicial de DPPH" apds a reacéo,

respectivamente. Apesar de ambos 0s extratos apresentarem os mesmos valores de ECso, €
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crucial mencionar o efeito da proporcéo sélido/liquido na cinética de varredura de DPPH’, uma
vez que o tecso € muito diferente. Enquanto a estabilizagdo da absorbancia em 515 nm (ou seja,
a mudanca de cor de violeta profundo para levemente amarelo e, portanto, a neutralizacdo de
radicais livres pelo antioxidante) para o extrato R25 foi mais de 120 minutos para atingir um
platd (indicativo de uma cinética lenta), e o extrato R4 reagiu rapidamente com o DPPH", em
menos de 1 minuto (indicativo de uma cinética rapida). Como exemplo de compostos
antioxidantes padrdo com um comportamento cinético diferenciado na reagdo com o DPPH",
podemos citar o hidroxitolueno butilado sintético (BHT) como um composto de reagdo mais
lenta (mais de 1 hora); o &cido ascorbico de reacdo rapida (reage em poucos segundos); e o alfa-
tocoferol de cinética intermediaria (reage entre 5 e 30 minutos) (Brand-Williams; Cuvelier;
Berset, 1995).

Assim, cada extrato produzido em uma proporc¢éo especifica de solido-liquido por meio
deste protocolo verde favoreceu a recuperacao de substancias antioxidantes particulares capazes
de reagir de maneira especifica com o DPPH", indicando uma cinética de reagéo diferente. Os
resultados obtidos a partir da atividade de varredura de radicais pelo método do DPPH" foram
modificados e expressos de diferentes formas por diferentes protocolos, tornando dificil a
comparacgdo da capacidade antioxidante das mesmas ou diferentes amostras (Deng; Cheng;
Yang, 2011).

4.4 Atividade antimicrobiana in vitro

Os dados analiticos do ensaio antimicrobiano foram expressos como didmetro do halo
de inibicdo - exibido por um disco de amostra em uma placa, mostrando a area livre de bactérias
medida através de seu diametro e a distancia registrada como o tamanho da zona (Tabela 4).
No que diz respeito ao efeito antimicrobiano da proporcéo solido/liquido, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (P < 0,05), mas quando comparado com o controle positivo, foi
observada diferenca estatistica (P > 0,05). Os extratos mostraram atividade antibacteriana in
vitro eficaz contra dois microrganismos patogénicos, as bactérias Gram-negativas E. coli e S.
Enteritidis. Esse resultado pode ser associado a acdo sinérgica de altos teores de &cidos fendlicos
e flavonoides recuperados pelo nosso protocolo verde de extracdo. Isso sugere uma relacao
direta com a atividade antibacteriana, uma vez que os polifendis podem formar complexos com
polissacarideos e proteinas extracelulares resultando em danos na parede celular e inibir a

sintese de enzimas envolvidas na producdo de nutrientes para a parede celular.
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A literatura também tem demonstrado que os polifendis (como o &cido cafeico e o &cido
clorogénico, por exemplo) podem induzir danos oxidativos no DNA bacteriano (Nakamura et
al., 2015). Os polifendis também podem causar a desestabilizacdo da membrana bacteriana
(Borges; Saavedra; Simoes, 2015). Com relacéo a notavel presenca de flavonoides nos extratos,
conhecidos como compostos antibacterianos, a literatura também propds varios modos de acdo,
incluindo a inibicdo da sintese de acidos nucleicos, a inibicdo de enzimas do metabolismo
energético e a reducdo da patogenicidade (Xie et al., 2014). De forma interessante, acreditamos
que nosso procedimento de extracdo contribuiu para a recuperacdo de flavonoides do tipo
chalcona (que contém um anel lipofilico de atividade marcada), flavonoides contendo grupos -
OH em locais especificos nos anéis aromaticos, ou flavonoides com grupos funcionais
hidrofobicos/regibes heterociclicas contendo oxigénio em uma cadeia, 0s quais foram relatados
como tendo alta atividade antibacteriana (Xie et al., 2014).

Um estudo anterior com um extrato etandlico do mesocarpo do babagu ndo encontrou
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas (Barroqueiro et al., 2016).
Posteriormente, outras abordagens utilizando o mesocarpo do babacu (Bastos Araruna et al.,
2020) identificaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas. No entanto, esse
resultado também foi observado em amostras usando conceitos de nanotecnologia (ou seja, para
nanoparticulas de prata sintetizadas usando o amido do mesocarpo). Por outro lado, se
considerarmos um simples extrato da matéria-prima, apenas nosso extrato demonstrou uma
atividade antimicrobiana "intermediaria” contra bactérias Gram-negativas. O relatorio anterior
de Barroqueiro et al. (2016) sobre o extrato etandlico por técnicas convencionais do mesocarpo
do babacu ndo apresentou atividade contra bactérias Gram-negativas (E. coli e Pseudomonas
aeruginosa), apenas atividade contra bactérias Gram-positivas Enterococcus faecalis (12,4 £
0,2 a 14,4 £ 0,4 mm de zona de inibicdo) e Staphylococcus aureus (15,3 +0,3a 17,4 £ 0,3 mm

de zona de inibicdo).
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Tabela 4 — Atividade antimicrobiana do extrato etandlico do mesocarpo do coco babagu contra

bactérias Gram-negativas

. . Zona de inibi¢do (mm)*
Concentracéo do Razéo
extrato de mesocarpo | mesocarpo/etanol
de babacu (miv) E. coli ATCC | Salmonella Enteretidis
25922 ATCC 13076
250mg/mL 1:4 9,70 + 1,00 12,48 + 0,432
100mg/mL 1:10 9,59 + 0,60 10,45 + 0,542
40mg/mL 1:25 11,83 + 1,422 11,56 £ 0,762
Controle positivo (ampicilina 10mcg) 21,49 + 0,43 27,26 £0,87°
Controle negativo (etanol 94%) 0 0

R4= proporcdo mesocarpo/solvente 1:4 (m/v), R10= proporcdo mesocarpo/solvente 1:10 (m/v), R25= propor¢éo
mesocarpo/solvente 1:25 (m/v). a, b: indicam diferenca significativa entre diferentes proporcdes solido-liquido (P
> 0,05). *: As zonas de inibicdo (mm) sdo expressas como média + desvio padrdo de trés repeticGes; o diametro
menor que 7 mm foi considerado inativo.

Fonte: A autora.

4.5 Composicao centesimal

A legislacdo define que o queijo Minas frescal é um queijo de muita alta umidade
(>55%) e um queijo semi-gordo (com teor de gordura variando entre 25 a 44,9%). Desta forma,
a caracterizacdo da composicéo centesimal é uma etapa crucial para definir o produto elaborado.
A tabela 5 demonstra o teor de umidade, teor de gordura e a porcentagem do teor de sal um dia

apos a fabricacdo dos diferentes tratamentos dos queijos.

Tabela 5 — Composicdo centesimal dos diferentes tratamentos dos queijos no primeiro dia de

estocagem
] Umidade em o
Tratamento Periodo de base seca /6 Gordura * % Sal (NaCl)
estocagem (/100) (amostra seca)
QC 60,51 +1,08° 43,76 0,60 £ 0,007
Q1 Dia 1 58,36 + 0,32 " 44,45 0,70 £ 0,102
Q2 58,36 + 0,18 ° 44,53 0,33 +0,06°
Q3 58,08 + 0,88 ° 44,86 0,53 +0,15%

QC: queijo controle com 1,5% de NaCl, sem extrato; Q1: queijo com 1,5% de NaCl com 7% de extrato; Q2: queijo
com 0,75% de NaCl sem extrato; Q3: queijo com 0,75% de NaCl com 7% de extrato. Os resultados estao expressos
em médias + DP (desvio-padrdo), com o teste de Tukey a um nivel de significancia de 0,05.

* A andlise de gordura foi realizada sem triplicatas. a, b indicam diferenca significativa entre diferentes tratamentos
(P >0,05).

Fonte: A autora.
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45.1 Teor de umidade

Quanto ao teor de umidade (tabela 5), foi observada uma diferenca significativa
(P<0,05) entre os tratamentos, sendo o queijo de controle (QC) o que apresentou a maior
umidade (60,51%). No entanto, esse resultado demonstra que todos os tratamentos s&o
classificados como queijos com um teor de muita alta umidade, conforme recomendado pela
legislacdo (Brasil, 2004; Magenis et al. 2014).

A composicdo final do queijo pode ser influenciada por diferencas no processo de
fabricagéo (Sant'Ana et al. 2013), como por exemplo, o corte da coalhada e a agitacdo da massa
durante o preparo, que influenciam na liberacdo do soro, sendo um fator determinante para o
teor de umidade (Fernandes et al. 2017). De acordo com estudos anteriores, 0 queijo Minas
frescal feito com leite de vaca apresentou um teor de umidade mais elevado (63,97%) (Sant'/Ana
et al. 2013). Em contraste, o queijo Minas frescal feito com 0,8g de sal por 100g de queijo
apresentou uma umidade menor (57,0 £ 0,62%) quando comparado ao nosso queijo (Rocha et
al. 2020).

4.5.2 Teor de lipideos

Os teores de lipideos dos queijos variaram de 43,76 a 44,869/100g na matéria seca
(tabela 5). Magenis et al. (2014) avaliaram o teor de gordura na matéria seca de 21 amostras de
queijo minas e encontrou variacGes de 23,12 a 52,47 g/100g, sendo que a maioria das amostras
apresentou teores de lipideos dentro dos limites estabelecidos pela regulamentacdo oficial
brasileira (Magenis et al. 2014).

O teor de gordura basicamente € influenciado pela composicdo da matéria prima
utilizada para a fabricacdo do queijo. Além disso, a coagulacdo enzimatica foi capaz de
promover uma rede tridimensional a partir do agrupamento das proteinas, reunindo 0s
componentes do leite, inclusive a gordura (Marques et al., 2020). Isso pode ter favorecido a

semelhanca no teor de gordura independente do tratamento.

4.5.3 Teor de cloreto de sddio (NaCl)

A porcentagem de cloreto de sddio foi avaliada 1 dia ap6s a fabricacdo e a porcentagem

de cloreto de sddio apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,05), como
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observado na tabela 5. Além disso, o sal variou de 0,75 a 1,5% (m/m) entre os tratamentos, e
foi feito em superficie, a distribuicdo de sal no queijo inteiro no dia 1 provavelmente ndo
ocorreu homogeneamente.

A atual legislacdo brasileira atual ndo estabelece valores de referéncia para a
concentracédo de sal (NaCl) no queijo Minas frescal, apenas autoriza a adi¢do deste ingrediente
(Brasil, 1997). Dessa forma, a adicdo de sal segue um padrdo de cada produtor. O sal é um
ingrediente capaz de exercer uma fungdo de sabor, prevenir o crescimento microbiano e, além
disso, também é capaz de influenciar parametros reoldgicos (Silva et al. 2021; Arboatti et al.
2014). Silva et al. (2021) avaliaram a concentragdo de sal em queijo Minas Frescal
comercializados em mercados e a faixa de variacdo foi de 0,85% a 1,70%; A mesma variacao
foi observada por Silva et al. (2019) 1,06% a 1,38% em queijo Minas frescal.

4.6 Analises fisico-quimicas

A tabela 6 demonstra os resultados das analises fisico-quimicas durante o periodo de
estocagem, onde foram avaliados os parametros de pH e acidez titulavel nos dias 1, 7, 14 e 20.

Além disso, traz os resultados da oxidacéo lipidica pelo método de TBARS nos dias 1, 14 e 20.

Tabela 6 — Parametros fisico-quimicos e mg de malondialdeido (MDA)/kg em diferentes

tratamentos durante o periodo de armazenamento do queijo Minas Frescal

Periodo de estocagem (dias)

Analises Tratamentos

1 7 14 20
QC 6,37 +0,05A°  664+0,02%  682+0,124 6,82 +0,01 A
oH Q1 6,41+0,07A  661+0,0248  673+0,034 6,80 + 0,02 ABa
Q2 6,42+0,08A°  6,60+0,0148  666+0,044 6,77 +0,01 B2
Q3 6,43+0,07A  657+0,048  6,67+0,024 6,79 + 0,02 ABa
QC 0,020 + 0,000 A 0,020+ 0,004 A° 0,040 0,000/ 0,041 + 0,001 A2
% Acido Q1 0,011+ 0,000 0,015+ 0,002 0,031+0,0058 0,033+ 0,002 B
latico Q2 0,019 +0,002 A0 0,021 +0,002 4> 0,025 + 0,004 B 0,041 + 0,001 A
Q3 0,009 + 0,002 B¢ 0,018+ 0,002 A" 0,032+0,0018 0,033 + 0,001 B
QC 0,865 + 0,034 A - 0,758+ 0,078 0,542+ 0,016 B
TBARS Q1 0,827 + 0,029 A - 0,598+ 0,003 0,896 + 0,065 A
&'nggﬁﬁ Q2 0,844 + 0,029 A2 - 0,633+0,040% 0,518+ 0,041 B¢
Q3 0,688 + 0,041 Ba - 0,595+ 0,008 0,514 +0,043 B

QC: queijo controle com 1,5% de NaCl, sem extrato; Q1: queijo com 1,5% de NaCl com 7% de extrato; Q2: queijo
com 0,75% de NaCl sem extrato; Q3: queijo com 0,75% de NaCl com 7% de extrato. Os resultados estao expressos
em médias = DP (desvio-padrdo), com o teste de Tukey a um nivel de significancia de 0,05. -: ndo foi analisado.
Letras mailsculas comparam os diferentes tratamentos em cada coluna. Enquanto as letras mindsculas comparam
o tratamento ao longo do periodo de armazenamento.

Fonte: A autora.
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4.6.1 pH

Independentemente do tratamento, todas as amostras mostraram a mesma tendéncia de
aumento do pH durante o periodo de armazenamento (tabela 6). Nossos resultados foram
opostos ao que é amplamente discutido na literatura, na qual ocorre uma diminuicdo do pH,
enquanto em nosso tratamento o que ocorreu foi 0 aumento. Na fabricacdo dos queijos, ndo
foram aplicadas bactérias acido lacticas (BAL), que sdo responsaveis por diminuir o pH
liberando &cido latico como subproduto de metabolismo da lactose, e também nenhum &cido
latico liquido foi adicionado (Dagostin; Carpine; Masson 2013).

Portanto, provavelmente o fendmeno que ocorreu durante o periodo de estocagem pode
ter sido um processo de alcalinizacdo. A acédo da protedlise induzida pelo mecanismo bacteriano
a partir da hidrolise de proteinas libera moléculas, alcalinizando o queijo, pois nesse processo
envolve a assimilacdo de &cidos organicos, descarboxilacdo, desaminacdo de aminoacidos e a
geracdo de aménia (MEI et al. 2015). Um fendbmeno semelhante foi observado em um queijo
twarog, com aumento do pH de 3,94 no 7° dia de armazenamento para 4,20 no 21° dia de
armazenamento (Krajewska-Kaminska; Smietana; Bohdziewicz, 2007). O queijo Camembert
também apresentou aumento do pH durante os dias de armazenamento, passando de pH 5,35
no 5° dia de armazenamento para pH superior a 7 no 35° dia de armazenamento (Mei et al.
2015).

4.6.2 Acidez titulavel

Independentemente do tratamento, todas as amostras apresentaram a mesma tendéncia
de aumento no percentual de &cido lactico durante o periodo de armazenamento (P < 0,05),
conforme observado na tabela 6. Devido a baixa concentracdo de sal neste queijo, as forcas
repulsivas entre as micelas de caseina diminuem. Essa reducdo incentiva o agrupamento delas,
levando a expulsdo do soro como resultado, o que significa aumento na sinérese durante o
periodo de armazenamento, o que pode favorecer a concentracdo de ions H™ (Fritzen-Freire et
al., 2010).

Como nosso queijo foi feito sem a adi¢cdo de BAL, 0 aumento da acidez provavelmente
foi causado por algum microrganismo capaz de fermentar a lactose, no entanto, essa atividade
ndo foi tdo alta a ponto de influenciar na diminui¢do do pH. Além disso, é possivel observar

que o0s queijos em que houve a adicdo do extrato (Q1 e Q3), a producgdo de acido latico foi
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menor quando comparado com os queijos em que ndo houve a adi¢do do extrato. Dessa forma,
demonstrando a capacidade do extrato atuar como um potencial inibidor do crescimento de
microrganismos durante o periodo de estocagem. Semelhante aos resultados encontrados nesse
estudo, um queijo Minas frescal feito sem adi¢éo de acido lactico durante a fabricagdo mostrou
aumento nos niveis de acidez do dia 1 ao 28° dia de armazenamento, com % de &cido lactico de
0,091 a 0,287 (Fritzen-Freire et al., 2010).

4.6.3 Oxidacdo lipidica dos queijos

Todos os tratamentos mostraram comportamento semelhante, com uma diminuigdo no
malondialdeido (MDA) durante o periodo de armazenamento, com excecdo do Q1, que
apresentou valores mais altos (0,896 mgMDA/kg) no 20° dia (P < 0,05). O tratamento Q3 teve
a menor quantidade de MDA no dia 1 (0,688 mgMDA/kg) (P < 0,05), mostrando o efeito
sinérgico da baixa concentracdo de sal e adicdo de extrato de babagu. 1sso provavelmente
ocorreu devido a reducdo do sal, que amplamente é reconhecido por possuir efeito oxidante,
logo, a diminuicdo de um efeito oxidante (Mariutti; Bragagnolo, 2017) e também a acéo de
compostos bioativos (ou seja, polifendis, como fendlicos e flavonoides) como identificados in
vitro (Lima et al., 2023), realizaram o mecanismo doando um elétron ou um atomo de
hidrogénio e neutralizando os radicais livres para prevenir a oxidacdo dos alimentos (Sharma
et al., 2023).

No entanto, durante o periodo de armazenamento, ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa (P > 0,05) entre QC, Q2 e Q3. Apesar do efeito pro-oxidante do sal (Mariutti;
Bragagnolo 2017), até a concentracao de 1,5%, ndo foi possivel observar um impacto maior na
oxidacao lipidica; sugerindo que até esse limite, o efeito oxidante do sal ndo ocorreu (Sakai;
Shimizu; Kawahara 2006). Além disso, o efeito observado provavelmente esta associado a
condicdo de armazenamento. A diminuicdo nos valores de MDA durante o periodo de
armazenamento se deve a varios fatores: (i) os tratamentos de queijo foram armazenados a uma
temperatura de refrigeracdo (4°C + 2) por 20 dias, e baixas temperaturas sao capazes de diminuir
o efeito da oxidacdo lipidica (Moreira et al., 2021; Matumoto-Pintro et al., 2017); (ii) A
concentracdo de compostos oxidativos secundarios (TBARS) foi reduzida e apresentou
flutuagcdes, com um aumento inicial seguido por uma diminui¢cdo durante o periodo de
armazenamento, o que pode ser atribuido a instabilidade inerente dessas substancias. Com o
tempo, o0 MDA sofre degradacdo, transformando-se em &cidos organicos e alcoois. Esses

subprodutos ndo sdo detectaveis pelo método TBARS (Ulu, 2004). Estudos anteriores relataram
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a mesma tendéncia em amostras de queijo fresco tipo Minas contendo extrato de planta (6leo
essencial de fruto de pimenta brasileira madura) durante 30 dias de armazenamento a 4°C + 2
(Da Silva Dannenberg et al., 2016).

4.7 Andlises fisicas instrumentais

4.7.1 Anédlise de cor

Os parametros de cor das amostras de queijo Minas frescal estdo demonstrados na
Tabela 7. A analise de cor é realizada na superficie do queijo, 0 que esta intimamente
relacionado com a aparéncia e a aceitacdo pelo consumidor (MOREIRA et al., 2022). Néao
foram observadas diferencas significativas (P > 0,05) nos valores do parametro L* entre os
tratamentos, enquanto a adicdo de extrato nos tratamentos Q1 e Q3 afetou os parametros a* e
b* com diferencas significativas (P < 0,05), apresentando valores mais altos de a* e b* durante

0 armazenamento.

Tabela 7 — Parametros de cor (L*, a* e b*) durante o periodo de armazenamento (dias) 1, 7, 14

e 20
Parametro Periodo de estocagem (Dias)
Tratamento
de cor 1 7 14 20

QcC 03.87+0.817 9295+056"* 92.60+1.1842 93.59 + 0.93 A2

L Q1 88.88+5.35%  01.72+0.617*  88.03+3.564 90.35 +1.26 A2
Q2 03.29+1.42%  93.10+0.327%  92.40+0.65 42 03.13 £ 0.20 A2

Q3 92.98+1.73% 91.80+0987 8951+1.1842 90.05 + 2.36 A2

QcC 0.25 +0.025 Bb 0.46 +£0.11 B2 0.61 +0.05 Ba 0.21 +0.04 Bp

. Q1 1.65+0.3342 1.58 +0.3542 1.86 +0.26 A2 2.16 £ 0.47 A2

a Q2 0.30 +0.02 Bb 0.54 +£0.03 B2 0.54 +0.07 Ba 0.36 +0.07 Bp
Q3 1.06 + 0.55 Abe 1.38 + 0.26 Abe 2.17 +0.49 Asb 2.52 +£0.16 "

QC 14.91 +0.83 A2 15.43 £ 0.82 B2 16.00 +1.71 Ba 14.75+1.35
- Q1 16.66+1.04A> 17.73+0.75%% 1956+ 1.09 2 18.78 + 0.15 Aa
Q2 14.82 +0.38 A2 15.37 + 0.60 B2 16.61 +1.25 Ba 15.90 + 1.06 BCa
Q3 15.09+1.43A>  17.43+0.707  18.75+0.29 2 18.32 + 0.86 A

QC: queijo controle com 1,5% de NaCl, sem extrato; Q1: queijo com 1,5% de NaCl com 7% de extrato; Q2: queijo
com 0,75% de NaCl sem extrato; Q3: queijo com 0,75% de NaCl com 7% de extrato. Os resultados estao expressos
em médias = DP (desvio-padréo), com o teste de Tukey a um nivel de significancia de 0,05. Letras maiUsculas
comparam os diferentes tratamentos em cada coluna. Enquanto as letras mindsculas comparam 0 mesmo
tratamento ao longo do periodo de armazenamento.

Fonte: A autora.
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Quanto aos valores de L*, esse parametro é resultado de particulas coloidais do leite,
como os glébulos de gordura e micelas de caseina, que podem ser responsaveis por dispersar a
luz no espectro visivel (Garcia-Pérez et al., 2005). Além disso, o parametro L* esta mais
correlacionado com a presenca de agua livre na superficie do alimento do que em todo o
alimento. Nossos achados estdo proximos de estudos anteriores que abordaram o queijo Minas
Frescal (Rocha et al., 2020; Moreira et al., 2019; Sant'Ana et al., 2013).

Durante o periodo de armazenamento, Q1 e Q3 apresentaram valores aumentados de a*
e b* (P < 0,05). O valor mais baixo nos parametros a* dos queijos QC e Q2 se deve a presenca
de riboflavina, indicando uma tendéncia para a cor verde (Diezhandino et al., 2016). Enquanto
nas amostras Q1 e Q3, 0 aumento nos parametros a* e b* provavelmente se deve ao fato de o
extrato do mesocarpo de babacgu ser rico em compostos fendlicos (Lima et al., 2023), e a adigdo
desse extrato pode levar a uma alteracdo na cor do produto desenvolvido (Awad et al., 2021;
Plaskova, Micek, 2023). Em relacdo ao parametro b*, todos os tratamentos mostraram uma
tendéncia para a cor amarela, no entanto, a adicdo do extrato de babagu aumentou o parametro
b* nos tratamentos Q1 e Q3 a partir do 7° dia do periodo de estocagem devido as propriedades

da cor do proprio extrato.

4.7.2 Andlise de textura

A tabela 8 mostra os parametros de textura (dureza, elasticidade, coesdo, gomosidade,
mastigabilidade e resiliéncia) estudados no queijo Minas Frescal durante o periodo de
estocagem de 20 dias. O parametro de dureza significa a resisténcia do alimento as forcas de
compressdo (Wee et al., 2018). No primeiro dia de estocagem, os queijos (Q1 e Q3) com adicao
de extrato apresentaram maiores valores de dureza (P < 0,05). Como proposto por Giroux et al.
(2013), a adicdo de extrato pode afetar a textura do queijo (ou seja, a dureza) de duas maneiras
possiveis, a primeira é através da reducdo da umidade, e a outra € pela interacdo dos polifendis
com a micela de caseina, que forma uma rede de coalhada forte e contribui para aumentar a
dureza do queijo. O queijo tipo Cheddar com adicdo de extrato de chad verde mostrou um
aumento na dureza a0 mesmo tempo em que aumentavam as concentragdes do extrato (Giroux
et al., 2013).
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Periodo de estocagem (Dias)

Parametro Tratamento 1 7 14 20
Qc 1532.56 + 103.63 274459 + 427.37 A 2975.35 + 131.86 1616.58 + 185.38 B
Duresa o1 2540.37 + 91.64 A 2596.30 + 463.71 A2 2756.59 + 1.89 A2 2759.29 + 397.50 A
Q2 1935.00 + 249.96 BC 2564.71 + 451,67 A 2924.96 + 349.82 A2 2606.41 + 194,51 A®
03 2394.42 + 209.02 ABa 3042.27 + 299,53 A2 2852.69 + 409.59 A2 2991.68 + 453.42 A
Qc 0.16 % 0.01 A0 0.19 % 0.03 A 0.21+0.01 A= 0.19 % 0.01 A
Elasticidade o1 0.15 % 0.00 Ab 0.19 + 0.02 A 0.19 + 0.01 Beb 0.20 +0.02 A2
Q2 0.16 +0.02 A2 0.18+0.01 A2 0.19 +0.01 B 0.19 + 0.05 A2
03 0.16 % 0.00 Ab 0.20 +0.01 A2 0.23+0.02 A2 0.17 +0.01 A
Qc 0.18+0.02 A 0.20 % 0.03 @ 0.17 +0.00 B 0.17 +0.00 A2
i o1 0.17 +0.01 A2 0.21+0.01 A2 0.19 +0.02 B 0.21 + 0.04 A2
Coesdo Q2 0.17 0.02 b 0.21+0.01 A2 0.19 + 0.02 Beb 0.17 +0.01 A
03 0.20 + 0.01 A° 0.20 + 0.03 A0 0.25 +0.01 A 0.17 + 0.00 A0
Qc 27742 +11.80 % 491.84 +10.42 A 499.46 + 27.36 A 277.28 + 1461
Gomosidade o1 433.72 +29.36 " 551.31 + 86.69 A2 541.40 + 34,07 A2 567.56 + 37.69 A2
Q2 325.18 +7.93 B 539.62 + 78.70 A2 537.29 + 16.17 A 515.51 + 105.32 A2
Q3 488.34 + 61.42 " 616.69 + 120.19 A2 587.01 + 50.60 A2 605.30 + 28.43 A
QcC 45.04 + 4.22 < 76.00 + 4.83 1028621252 51.35 + 6.08
Mastigabilidads 01 66.09 + 2,29 ABb 115.45 + 8.65 A8 114.22 + 19,71 A8 112.71+16.17 %
Q2 52.29 + 3.74 BCe 98.57 + 6.97 BCa 100.88 + 1.69 B 75.33 + 6.83 BC
Q3 80.34 + 11.03 A¢ 138.38 + 18.43 A® 146.23 + 14,95 A 101.50 + 13,52 ABbe
QcC 0.06+0.01 A 0.07+0.01 4 0.06 + 0.00 B 0.07+0.01 %
o 01 0.06 % 0.00 A2 0.08 + 0.00 A 0.07 +0.01 B 0.08 +0.01 A2
Resiliencia Q2 0.06 0.01 A2 0.08 £ 0.00 A2 0.07 % 0.00 B 0.08  0.03 A
Q3 0.08 +0.01 A 0.08 +0.01 A 0.09 +0.01 A 0.07 +0.01 A

QC: queijo controle com 1,5% de NaCl, sem extrato; Q1: queijo com 1,5% de NaCl com 7% de extrato; Q2: queijo com 0,75% de NaCl sem extrato; Q3: queijo com 0,75% de
NaCl com 7% de extrato. Os resultados estdo expressos em médias + DP (desvio-padrdo), com o teste de Tukey a um nivel de significancia de 0,05. Letras maitsculas comparam
os diferentes tratamentos em cada coluna. Enquanto as letras mintsculas comparam o mesmo tratamento ao longo do periodo de armazenamento.

Fonte: A autora.
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O parametro de elasticidade foi usado para compreender o quao bem o queijo retornava
a sua capacidade fisica original durante a primeira compressao. Enquanto a coesao significa o
quao bem a resisténcia do queijo a uma segunda deformacdo se compara a resisténcia durante
a primeira deformacdo (Wee et al., 2018). No entanto, 0s queijos com ou sem extrato ndo
mostraram diferencas (P > 0,05) nos parametros de elasticidade e coeséo nos dias 1, 7 e 20.
Apenas no dia 14, o queijo com 0,75% de sal e 7% de extrato (Q3) mostrou uma diferencga (P
< 0,05) nos parametros de elasticidade e coesdo, com 0,23 e 0,25, respectivamente.
Provavelmente, a diminuicdo da elasticidade e coesdo durante o periodo de armazenamento
pode ser explicada por (i) alteracdo da rede proteica; e (ii) diminui¢do do célcio e aumento da
proteolise favorecendo o aumento de pequenos peptideos na fase de soro (Akan; Kinik, 2018;
Giroux et al. 2013). Resultados semelhantes foram relatados por Giroux et al. (2013), que
observaram uma diminuicdo na coesdo e elasticidade em queijo do tipo Cheddar contendo
extrato de cha verde.

O parametro de gomosidade significa a quantidade de forca e trabalho necessarios para
comprimir o alimento (Wee et al. 2018). O queijo de controle (QC) mostrou uma diminuicao
na gomosidade (P > 0,05) no final do periodo de estocagem, e isso provavelmente estava
associado a proteolise durante o periodo de armazenamento (Loudiyi; Ailt-Kaddour, 2019). O
parametro de mastigabilidade significa quanta forga, trabalho e distancia sdo necessarios para
comprimir o alimento (Wee et al., 2018). O Q1 e Q3 mostraram valores maiores de
mastigabilidade (P > 0,05) e tiveram os valores mais altos entre os tratamentos durante o
periodo de estocagem. Em geral, os valores de gomosidade e mastigabilidade estao relacionados
a dureza, e ocorrem porque uma maior dureza indica que 0 queijo possui uma estrutura interna
densa, resultando em aumento da gomosidade e mastigabilidade (Moreira et al. 2021; Nateghi
etal., 2012).

O parametro de resiliéncia significa a capacidade de um produto de retornar a sua altura
original (Wee et al., 2018). Ao longo do periodo de estocagem, QC, Q1, Q2 e Q3 mostraram
valores constantes de resiliéncia. Apenas no dia 14 do periodo de estocagem o Q3 mostrou uma
resiliéncia maior (P < 0,05), mas ainda com valor proximo aos outros tratamentos, e isso
provavelmente pode ter sido influenciado pela alteracdo na rede de proteinas (Jingkai et al.,
2020). O queijo ricota enriquecido com extrato de broto de brécolis livre e nanoencapsulado
mostrou um valor de resiliéncia variando de 0,07 a 0,08, um valor préximo ao observado no

presente estudo (Azarashkan et al., 2022).
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4.8 Analise microbioldgica in situ

As contagens de microrganismos mesofilos e psicotroficos no queijo Minas frescal séo
demonstrados na tabela 9. As BAL nao apresentaram crescimento no leite e também em nenhum
dia do periodo de estocagem dos queijos. No primeiro dia de estocagem, as contagens de
mesdfilos permaneceram acima de 5 log UFC/g em todos os tratamentos (P > 0,05). No entanto,
a partir do sétimo dia do periodo de estocagem foi possivel observar uma diferenca significativa
(P <0,05) entre os tratamentos com e sem extrato. A adi¢do de 7% de extrato nas amostras com
1,5% (Q1) e 0,75% (Q3) de NaCl, respectivamente, resultou em uma significativa reducéo nas
contagens de mesofilos a partir do sétimo dia de armazenamento (P < 0,05), até o ultimo dia do
periodo de armazenamento. Portanto, independentemente da concentracdo de sal adicionado
durante a fabricacdo dos queijos, a adicdo do extrato teve atividade antimicrobiana potencial
contra as bactérias mesofilicas, indo de 5 log UFC/g para os queijos sem extrato (QC e Q2),
para aproximadamente 4 log UFC/g para os queijos com adi¢é@o de extrato (Q1 e Q3). No 20°
dia do periodo de estocagem, houve uma reducdo de 1,46 log UFC/g (Q1) e 1,71 log UFC/g

(Q3) em comparacdo com o queijo de controle.

Tabela 9 - Contagem (log UFC/g) de bactérias mesofilicas e psicotréficas em queijo Minas

frescal durante o periodo de estocagem de 20 dias armazenado a 4°C

Periodo de estocagem (Dias)

MOS Tratamento
1 7 14 20

QcC 539+0.30%  6.76+0.034 6.03 +0.02 A0 5.64 +0.16

Mesofilicos Q1 500+0.014  510+0.0252 418+0.15¢ 4,18 +0.10B°
Q2 509+0.124  669+0.39%  576+0.4]1A8® 5.56 + 0,17 A%

Q3 5.33+0.46" 500+0.018% 4,97 +0.02 8 3.93+0.36 5

QcC <10 448+0.01°¢ 542 +0.14 % 6.86 £ 0.04 A2

Psicotroficos Q1 <10 <10 5.52+0.41% 4,78 +0.06 ¢
Q2 <10 <10 5.29 +0.02 A 5.95+0.018

Q3 <10 <10 3.79+0.07 B 3.85+0.06 P2

QC: queijo controle com 1,5% de NaCl, sem extrato; Q1: queijo com 1,5% de NaCl com 7% de extrato; Q2: queijo
com 0,75% de NaCl sem extrato; Q3: queijo com 0,75% de NaCl com 7% de extrato. MOS: microrganismos. Os
resultados estdo expressos em médias + DP (desvio-padrdo), com o teste de Tukey a um nivel de significancia de
0,05. Letras maidsculas comparam os diferentes tratamentos em cada coluna. Enquanto as letras minusculas
comparam o mesmo tratamento ao longo do periodo de armazenamento.

Fonte: A autora.

As contagens das bactérias psicotroficas foram detectadas como <10 log UFC/g no
primeiro dia para todos os tratamentos, e no sétimo dia de armazenamento, apenas o queijo de

controle (QC) demonstrou crescimento bacteriano (4,48 log UFC/g). No 14° dia de estocagem,
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os tratamentos (QC, Q1 e Q2) apresentaram 5,42, 5,52 e 5,29 log UFC/g, respectivamente, sem
diferenca significativa (P > 0,05) entre os diferentes tratamentos. Enquanto o Q3 teve a
contagem de 3,8 log UFC/g, sendo significativamente (P < 0,05) menor em comparagdo com
0s demais tratamentos.

Em relacdo ao crescimento de psicotroficos foi detectavel a partir do 7° dia do periodo
de estocagem e isso pode ser compreendido pela necessidade de uma fase de laténcia (fase lag)
que muitas vezes é necessaria antes do inicio da multiplicacdo ativa das bactérias (Mahajan;
Bhat; Kumar, 2017). Portanto, é possivel observar o efeito antimicrobiano do extrato do
mesocarpo de babagu para melhorar a qualidade microbiolégica até o Gltimo dia do periodo de
estocagem. Como observado em nosso estudo anterior, o extrato de babagu emerge como uma
aplicagdo importante em alimentos devido a atividade antimicrobiana in vitro observada contra
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Escherichia coli ATCC 25922, ambas bactérias Gram-
negativas (Lima et al., 2023). A atividade antimicrobiana provavelmente esta associada a
compostos bioativos, como polifendis e flavonoides, podendo atuar de diferentes maneiras,
conforme sugerido por diversos estudos: danificando a parede celular (Lima et al., 2023),
induzindo danos oxidativos ao DNA (Nakamura et al., 2015), inibindo a sintese de acidos
nucleicos (Xie et al., 2015), entre outros.

Alguns estudos tém relatado o efeito antimicrobiano de compostos bioativos extraidos
de produtos naturais e aplicados ao queijo de diferentes formas (por exemplo, 6leo essencial,
nanoemulsao e extrato). O Oleo essencial de orégano foi usado como aditivo natural no queijo
Minas frescal e mostrou atividade antimicrobiana contra E. coli e Staphylococcus aureus,
inibindo o crescimento ao longo dos 30 dias de maturacdo (De Campos et al., 2022). El-Sayed,;
El-Sayed (2021) avaliaram queijo branco macio usando solugées nanoemulsionadas contendo
0leo essencial de cominho (OEC) e observaram no 60° dia de estocagem uma contagem de
mesofilos de 3,35 log UFC/g no queijo feito com 1% de OEC, enquanto o queijo feito sem OEC
mostrou 5,00 log UFC/g, apresentando uma reducéo de 1,65 log UFC/g. O queijo branco macio
contendo extrato aquoso de casca de roma mostrou forte atividade antimicrobiana com
capacidade de retardar o crescimento de mesofilos e psicotroficos durante 4 semanas de

armazenamento (Al-Moghazy et al., 2023).
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5 CONCLUSAO

A extracéo eco-friendly aplicada no mesocarpo de coco babacu resultou na recuperacéo
significativa de compostos bioativos, como compostos fendlicos e flavonoides, com potencial
beneficio para a salde humana. Esses compostos mostraram teores mais elevados do que 0s
encontrados em fontes alimentares comuns de polifendis. Além disso, 0s extratos apresentaram
fortes propriedades antioxidantes, incluindo a capacidade de reduzir o ferro e eliminar radicais
livres. E, embora os extratos ndo tenham atingido os padrGes de antibiéticos em termos de
inibicdo de crescimento bacteriano, foi possivel observar um potencial antimicrobiano contra
bactérias Gram-negativas patogénicas, como E. coli e Salmonella, que podem contaminar 0s
alimentos e causar surtos e/ou doengas no consumidor.

Os resultados mostraram que queijos elaborados apenas com adicdo de NaCl nas
concentracbes de 0,75 e 1,5% (m/m), ndo foram capazes de melhorar a qualidade
microbioldgica. No entanto, a adicdo do extrato de mesocarpo de babagu na razdo
mesocarpo:etanol 1:25 (m/v) no queijo Minas frescal reduzido de cloreto de sodio (NaCl)
demonstrou capacidade antimicrobiana durante o periodo de estocagem de 20 dias, capaz de
reduzir a contagem de microrganismos mesofilos e psicotréficos. Além disso, a adicdo de 7%
(v/m) do extrato do mesocarpo do coco babagu no queijo aumentou 0s parametros a* e b*, e
iSsO pode gerar um impacto negativo a percepcao do publico consumidor, pois um dos fatores
que induzem o fator de compra do queijo Minas frescal € a coloracéo.

Portanto, este trabalho traz alternativas ao Termo de Compromisso estabelecido pela
ANVISA quanto a elaboracdo de produtos processados reduzidos de sédio. Pois, com a adigédo
de extrato do mesocarpo do coco babacu foi possivel elaborar um produto com controle de
microrganismos durante o periodo de estocagem, e isso pode minimizar impactos negativos na
salde da populacdo brasileira. Ademais, o extrato do mesocarpo do coco babacu abre a fronteira
do conhecimento e ndo deve se limitar apenas a aplicacdo na matriz lactea de queijos, podendo

ser utilizado na indUstria quimica, farmacéutica e alimenticia.
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