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RESUMO
Ribeiro, Alessandra Casagrande. : Efeito da adicdo de 6leo essencial de pimenta
rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) microencapsulado em queijo Minas Frescal.
(Dissertacdo Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre - ES. Orientadora: DSc. Mirela Guedes Bosi.
Co-orientadoras: DSc. Patricia Campos Bernardes e DSc. Pollyanna Ibrahim

Silva.

A pimenta rosa é o fruto da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), uma planta
nativa do Brasil. A extracdo e caracteriza¢do do seu 6leo essencial viabiliza a sua
utilizacao industrial. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adi¢do de
Oleo essencial de pimenta rosa em queijo Minas Frescal. Foram identificados
95,36% dos constituintes do 6leo essencial, sendo o d-careno-3 0 componente
majoritario. O Oleo essencial de pimenta rosa apresentou caracteristicas
antioxidante (2,53 = 0,28 pmols de trolox por mL de 0leo) e inibitérias para o
desenvolvimento de Staphylococcus aureus. Foi observado, no teste de difusao
em &gar, a formagdo do halo de inibicdo de 1,35 + 0,32 cm, e na analise de
concentracédo inibitéria minima, o valor de 3,13%. O Oleo essencial é sensivel a
degradacdo no meio em que se encontra, portanto necessita de processos
tecnolégicos para assegurar sua acdo. Para proteger o 6leo essencial foi
realizada a microencapsulacao por meio da secagem por spray dryer. O 6leo foi
microencapsulado utilizando trés formulacbes com diferentes concentracdes de
goma ardbica, maltodextrina e amido modificado como papel de parede. As
microcapsulas obtidas foram analisadas quanto as suas caracteristicas fisico-
quimicas e morfoldgicas e foi selecionada uma formulagéo para posterior adi¢cao
ao queijo Minas Frescal. A formulacdo com 5% de amido modificado, 10% de
maltodextrina e 5% de goma arabica foi selecionada. Para definicdo da
concentracdo de Oleo essencial que foi utilizada no queijo, foi realizado teste
sensorial de ordenacao-preferéncia, visto que a concentracdo inibitéria minima
(3,13%) era muito alta para ser utilizada nos queijos. A formulacdo com 0,01% de
Oleo essencial foi a preferida e utilizada para fabricacdo dos queijos. Foram
elaborados e caracterizados os queijos controle (CO) e o queijo com adicdo das
microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa (OEPR). Em relacdo as
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caracteristicas fisico-quimicas, os queijos CO e OEPR s6 apresentaram diferenca
significativa em relacdo a umidade (P= 0,0021; a= 0,05). O queijo OEPR teve boa
aceitacdo sensorial com média de aceitacdo global de 7,6 + 0,97, nédo
apresentando diferenca significativa, ao nivel de 95% de confianca, do queijo
controle (7,6 + 1,18). Para avaliar a capacidade do 6leo essencial de pimenta rosa
microencapsulado em inibir o desenvolvimento de S. aureus, foram inoculadas
nos queijos CO e OEPR concentracdes iniciais de 10° UFC.g™. Os queijos foram
armazenados em estufa incubadora a temperatura de 4 + 1 °C até realizacdo das
andlises, que ocorreram nos tempos: 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 30 dias. Houve reducédo
de 1,53 ciclos log no queijo adicionado de 6leo essencial de pimenta rosa ap6s 30
dias. De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o 6leo essencial de
pimenta rosa é uma alternativa viavel de utilizacdo em queijo Minas Frescal,

devido ao seu potencial antioxidante, antimicrobiano e a sua aceitacao sensorial.
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ABSTRACT

Ribeiro, Alessandra Casagrande. Effect of microencapsulated essential oil of pink
pepper (Schinus terebinthifolius Raddi) addition on Minas Frescal cheese.
(Dissertacao Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre - ES. Advisor: Mirela Guedes Bosi. Co- Advisor:

Patricia Campos Bernardes e Pollyanna Ibrahim Silva.

Pink pepper is the fruit of the pepper tree (Schinus terebinthifolius Raddi), a
native plant from Brazil. The extraction and characterization of its essential oil
enables its industrial use. This work aimed to evaluate the effect of essential oil of
pink pepper addition on Minas Frescal cheese. 95.36% of constituents of essential
oil were identified, and ®-carene-3 was the major compontente. Pink pepper
essential oil showed antioxidant (2.526 + 0.277 pmols per ml Trolox oil) and
inhibitory characteristics regarding the development of Staphylococcus aureus. It
was observed in the agar diffusion test, the formation of inhibition zone of 1.35 +
0.322 cm, and in the minimum inhibitory concentration analysis, the value of
3.13%. Essential oil is sensitive to degradation, so it requires technological
processes to ensure its action. In order to protect the essential oil, it was
microencapsulated with the use of a spray dryer. To microencapsulate it, three
wallpaper formulations were developed using different concentrations of gum
arabic, modified starch and maltodextrin. The microcapsules were analyzed
according to their physical, chemical and morphological characteristics and a
formulation was selected to be added to Minas Frescal cheese. The formulation
with 5% modified starch, 10% of maltodextrin and 5% arabic gum was selected. In
order to define the cheese essential oil concentration, it was conducted a sensory
test-ordering preference, once the minimum inhibitory concentration (3.13%) was
very high to be added to the cheese. The formulation with 0.01% essential oil was
the most preferred. Control cheese (CO) and cheese with addition of pink pepper
essential oil microcapsules (OEPR) were prepared and characterized. Concerning
physico-chemical characteristics, CO and OEPR cheeses only differed on
moisture. OEPR cheese presented good sensory acceptance. Global acceptance
means were 7.6 £ 0.97, with no significant difference (p> 0.05) compared to
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control cheese (7.6 = 1.18). To evaluate the effect of pink pepper essential oil on
inhibiting the development of S. aureus, the oil was inoculated in CO and OEPR
cheeses with initial concentrations of 10° CFU.g™. The cheeses were stored in
incubator at temperature of 4 £ 1 °C during the period of time of analysis: 0, 3, 6,
9, 12, 15 and 30 days. Results showed reduction of 1.53 cycles log in cheese with
the addition of pink pepper essential oil after 30 days. According to these results,
pink pepper essential oil is a feasible alternative of addition in Minas Frescal
cheese due to its antioxidant and antimicrobial potential, and its sensory

acceptance.
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1 INTRODUCAO

O Minas Frescal € um queijo ndo maturado com elevada atividade de 4gua
(Aw) e alto teor de nutrientes. Estas caracteristicas o tornam favoravel para o
desenvolvimento de microrganismos, 0 que pode causar riscos a saude do
consumidor. Dentre os microrganismos capazes de se desenvolver em queijo
Minas Frescal, Staphylococcus aureus tem sido bastante pesquisado, pois neste
produto ha relatos de surtos causados por este microrganismo (ROCHA et. al.,
2006; SENGER; BIZANI, 2011; SOARES et al, 2008; WALSTRA, 2006).

O uso de conservantes € uma alternativa & obtencéo de produtos seguros
do ponto de vista microbioldgico. Porém, tem-se preferido produtos alimenticios
com um minimo de conservantes, o que tem levado os pesquisadores a buscar
alternativas para atender a essa demanda. A adicdo de 6leo essencial extraido
de plantas (galhos, folhas e sementes), por suas propriedades antimicrobianas, &
uma maneira encontrada para exercer esse controle (AZEVEDO et al., 2012;
BURT, 2004; HOLLEY; PATEL, 2005; OLIVEIRA et al., 2013; SOARES et al.,
2008).

A pimenta rosa € o fruto da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), uma
planta nativa do Brasil, pertencente a familia Anacardiaceae e que possui outros
nomes comuns como: aroeira-vermelha, aroeira-mansa, aroeira-branca, aroeira-
da-praia, aroeira-do-sertdo, araguaraiba, fruto-de-sabia e arvore-da-pimenta
(BAGIO, 1988; SILVA-LUZ; PIRANI, 2015). Ocorre desde o Nordeste, passando
pelos cerrados, chegando ao Rio Grande do Sul e estendendo pela Argentina e
Paraguai. Seu plantio desponta como alternativa para a diversificacdo agricola. A
extracdo de seu 0Oleo essencial viabiliza sua utilizacéo industrial, conferindo sabor
peculiar ao produto ao qual é adicionado (BAGIO, 1988; FAES e SENAR, 2009;
SILVA-LUZ; PIRANI, 2015). No entanto, sua composi¢cao, atividade
antimicrobiana e acéo antioxidante precisam ser mais bem investigadas. Oleos
essenciais de orégano, alecrim, louro tém sido usados com sucesso para
controlar reacdes de oxidagdo em alimentos (OLMEDO et al., 2013; ARAUJO,
2011; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A oxidagdo & um fenbmeno natural que ocorre em alimentos e bebidas,

sendo responsavel por uma série de alteracbes que levam a perda do valor



nutricional, alteragcdo das caracteristicas sensoriais e formagcdo de compostos
toxicos (ARAUJO, 2011). Os efeitos da oxidacdo afetam a maioria dos
componentes no alimento, incluindo micronutrientes e os macronutrientes. A
utilizacdo de substancias quimicas capazes de fornecer protecdo contra a
oxidag&o é uma alternativa para reduzi-la (ARAUJO, 2011; BOROSKI et al., 2012;
OLMEDO et al., 2013; TRAJANO; 2010). Os antioxidantes, além de retardar a
rancidez oxidativa, protegem carotenoides, vitaminas e outros compostos
insaturados. A atividade antioxidante esta relacionada com estrutura e
composicdo quimica e o0s Oleos essenciais possuem compostos com
caracteristicas quimicas propicias para atuarem como antioxidantes (ARAUJO,
2011; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Dentre estes compostos estao
os hidrocarbonetos, alcoois e compostos carbonilicos.

Diversos constituintes quimicos dos 6leos essenciais sdo fotossensiveis e
podem sofrer processos oxidativos nas condicbes ambientais. Além disso, estes
compostos sdo de baixa massa molecular e apresentam grande volatilidade.
Assim para utiliza-los torna-se necessario a aplicacdo de métodos que ajudem a
preservar seus principios ativos. A microencapsulagédo é uma técnica que permite
a protecdo dos principios ativos contra reacdes de degradacdo e permite a
liberacdo desses compostos de maneira controlada. Na microencapsulagéo, as
substancias nos estados solido, liquido ou gasoso séo revestidas por um agente
encapsulante, obtendo particulas de dimensdes microscopicas (ASCHERI et.al,
2003; BRASILEIRO, 2011).

Um dos processos mais utilizados para microencapsular particulas
alimenticias é a secagem em Spray-Dryer. Nele, o 6leo essencial de pimenta rosa
ou outro material ativo a ser encapsulado € misturado ao material encapsulante
formando uma emulsdo. Ao ser atomizado dentro do secador, ocorre a
evaporacao do liquido do agente encapsulante com a formagéo da membrana ao
redor das gotas do material ativo. O processo é dividido em trés etapas: preparo
de uma emulsdo, homogeneizacdo e atomizacdo em camara de secagem
(DZIEZAK, 1988; GHARSALLAOUI et al.,, 2007). Esse processo apresenta
algumas vantagens sobre os outros métodos de encapsulacdo as propriedades e
a qualidade do produto sdo mais eficientemente controladas; podem ser usados

produtos sensiveis ao calor como 6leos essenciais; ha possibilidades de grandes
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producbes em operacdo continua com equipamentos simples; producdo de
particulas relativamente uniformes e esféricas; boa eficiéncia e baixo custo do
processo.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi produzir queijo Minas Frescal
adicionado de 6leo essencial de pimenta rosa microencapsulado, a fim de verificar
o efeito do Oleo essencial nas caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e

sensoriais do queijo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da adi¢cdo do dleo essencial de pimenta rosa microencapsulado
em queijo Minas Frescal nas suas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e

microbioldgicas.

2.2 Objetivos especificos

v Extrair o 6leo essencial de pimenta rosa.

v Determinar a composi¢ao quimica do 6leo essencial de pimenta rosa.

v Avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial de pimenta rosa.

v Determinar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de pimenta rosa
para o desenvolvimento de Staphylococcus aureus: teste de difusdo em agar e
concentracao inibitéria minima (CIM).

v Microencapsular o 6leo essencial.

v Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e morfolégicas das
microcapsulas.

v Elaborar o queijo Minas Frescal com Oleo essencial de pimenta rosa
microencapsulado.

v Avaliar por meio de teste de ordenacédo-preferéncia o queijo Minas Frescal
com diferentes concentracbes de O6leo essencial de pimenta rosa
microencapsulado.

v Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas do queijo
Minas Frescal adicionado de 6leo essencial microencapsulado.

v Verificar a eficiéncia do 6leo essencial de pimenta rosa microencapsulado
em inibir o desenvolvimento de S. aureus no queijo Minas Frescal.

v Avaliar a aceitacdo sensorial do queijo Minas Frescal adicionado de 6leo

essencial de pimenta rosa microencapsulado.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Queijo Minas Frescal

Segundo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade para Leite e
Derivados da Portaria n° 146 de 07/03/1996 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que
se obtém por separagdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral,
parcial ou totalmente desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela agéo fisica
do coalho, de enzimas especificas, de bactéria especifica, de acidos organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos,
aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias
corantes (BRASIL, 1996).

O queijo é o produto gelatinizado obtido pela agregacdo da caseina por
acao de enzimas ou por alteracdo do pH. No processo tradicional de fabricacao
de queijo Minas é adicionada a enzima quimosina (renina) ao leite. Por ser um
produto classificado como fresco, esta pronto para o consumo logo ap6s sua
fabricacdo segundo mesma portaria do MAPA (BRASIL, 1996).

A alta atividade de agua e composicao nutricional o torna propicio ao
desenvolvimento de diversos microrganismos, inclusive bactérias patogénicas. A
qualidade inicial do leite é a primeira condicdo a ser observada na producéo de
qgueijo, pois um numero inicial elevado de bactérias patogénicas, nao tera
destruicdo eficiente pelos processos de beneficiamento. Todo o leite utilizado na
fabricacdo de queijo Minas devera ser pasteurizado. O desenvolvimento de
bactérias em leite pasteurizado est4 relacionado com condigcbes de
armazenamento inadequadas: temperaturas superiores as estabelecidas pela
legislagdo ou a pratica higiénicas inaceitaveis (ROCHA; BURITI; SAAD, 2006;
VIERA et al., 2008;).

Na microbiota capaz de se desenvolver no queijo Minas Frescal estédo
bactérias patogénicas, que podem causar infeccdo (ingestdo de microrganismo
que podem se multiplicar e disseminar em tecidos e 6rgdos) ou toxinfeccao

alimentar (pela a ingestao de toxinas). Os sintomas dessas doencas alimentares



variam desde diarreia, voémitos, febre, flatuléncia até abortos. Alguns exemplos de
bactérias que podem estar presentes no queijo Minas Frescal sdo: S. aureus,
Salmonella spp, Shigella spp e Listeria spp (VIEIRA et al., 2008).

Por estar associado a infec¢des no Ubere, S. aureus pode estar presente
no leite cru e, devido a falhas no processo de fabricacdo, ser transmitido aos
queijos (ASPERGER; ZANGERL, 2011). Pasteurizagédo inadequada, ou utilizacao
de leite cru no processamento dos queijos sdo0 possiveis maneiras desta
contaminacdo ocorrer. Outra forma de contaminacdo seria através de
manipulacdo inadequada. Os manipuladores nas fabricas de processamento de
lacteos também podem ser hospedeiros deste microrganismo e, por falhas nos
programas de boas praticas de fabricacdo, contaminar os queijos. Se houver
producdo de enterotoxinas haverda intoxicacao estafilococica (FOX, 1988; VIEIRA
et al., 2008; WALSTRA, 20086).

A producdo de alimentos seguros, que ndo causem danos a saude do
consumidor, € um dos alvos a serem alcancados pela industria alimenticia.
Portanto, aliado a boas praticas de fabricacéo, o uso de substancias que reduzam
o desenvolvimento microbiano, a oxidac¢do de lipidios e com isso as alteracfes

indesejaveis nos alimentos vem atender a essa demanda.

3.2 Gastroenterite estafilocoécica

A gastroenterite estafilocécica € causada pela ingestdo de alimentos que
contenham uma ou mais enterotoxinas, produzidas por algumas espécies e
linhagens de estafilococos. Embora a producéo de enterotoxinas esteja associada
a Staphylococcus aureus coagulase e ternonucleases (TNase) positivos, algumas
espécies que ndo produzem estas enzimas podem produzir enterotoxinas (JAY,
2005).

S. aureus é um importante patégeno oportunista que tem impacto sobre a
saude humana. Embora seja conhecido por causar infeccbes de pele e dos
tecidos moles, ele tem capacidade de infectar quase todos os sistemas e 0rgaos
do corpo humano, muitas vezes com consequéncias fatais devido a variedade de
seus fatores de viruléncia (BOSE; BAYLES, 2013). Os fatores de viruléncia sao

estruturas, produtos ou estratégias que as bactérias utilizam para “driblar” o
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sistema de defesa do hospedeiro e causar uma infeccdo. Alguns estao
relacionados com a colonizagdo do microrganismo e outros com as lesdes
causadas pelo organismo, por exemplo, as toxinas como € o caso do estafilococo
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O género Staphylococcus inclui mais de 30 espécies, sendo 18 delas de
real e potencial interesse em alimentos. Dessas 18 espécies e subespécies
somente 6 sdo coagulase positiva e produzem nuclease termoestavel (TNase).
Das coagulases negativas, 10 demonstraram capacidade de produzir
enterotoxinas, mas nao produzem nucleases, ou se produzem, elas sao
termossensiveis. Estafilococos produtores de enterotoxina, em particular, S.
aureus, sao provavelmente a principal causa de doenca de origem alimentar em
todo o mundo (ASPERGER; ZANGERL, 2011).

O desenvolvimento de S. aureus em alimentos esta relacionado a casos de
intoxicagdo alimentar pela ingestdo de enterotoxina. Enterotoxinas sdo proteinas
produzidas por algumas espécies de estafilococos. Geralmente os alimentos
associados sao: carne (bovina, suina e aves), e seus subprodutos (presunto,
salsichas e salames), saladas com presunto ou frango ou batata, cremes de
recheio de produtos panificados e produtos lacteos, com destaque para 0s queijos
(APHA, 2001).

S. aureus é um patdégeno associado a infeccdes em animais. (APHA,
2001). Ele pode colonizar e infectar a glandula mamaria de vacas. A adeséo ao
epitélio escamoso e umido € fundamental para colonizacdo de S. aureus
(FOSTER, 2011). Este microrganismo pode expressar uma série de proteinas de
superficie, que interagem com a superficie das células epiteliais escamosas, e
que contribuem para o0 processo infeccioso. Estas proteinas promovem a
aderéncia a matriz extracelular, a evasao de respostas imunes e invasao das
células epiteliais. Além disso, elas inibem a migracdo de neutroéfilos e danificam as
membranas das células hospedeiras, incluindo fagécitos.

Portanto o leite e produtos lacteos, especialmente os queijos, podem ser
contaminados por este microrganismo quando ndo existem boas praticas de
higiene, incluindo o controle de mastite; ou o leite ndo é pasteurizado
adequadamente. ApOs a contaminacdo com estafilococos enterotoxigénico, a

intoxicagdo alimentar pode acontecer quando o desenvolvimento abundante e
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formacao de enterotoxina ocorrem durante a produgcédo e armazenamento destes
produtos lacteos (ASPERGER; ZANGERL, 2011).

Devido as suas caracteristicas e sua constituicdo quimica, o 6leo essencial
desponta como uma alternativa para controlar o desenvolvimento de
microrganismos, além da oxidacdo de lipidios. Porém s&do necessarios estudos
que investiguem sua acdo antimicrobiana, antioxidante e os efeitos de sua

utilizacdo em alimentos.

3.3 Pimentarosa

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) é uma planta nativa do Brasil,
pertencente a familia Anacardiaceae e possui outros nomes comuns COMo:
aroeira-vermelha, aroeira-de-remédio, aroeira-mansa, aroeira-branca, aroeira-da-
praia, aroeira-do-sertdo, araguaraiba, fruto-de-sabia e arvore-da-pimenta (BAGIO,
1988; SILVA-LUZ; PIRANI, 2015). Ocorre desde o Nordeste (Alagoas, Bahia,
Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe) passando
pelos cerrados (Mato Grosso do Sul), regido sudeste (Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo) chegando a regido sul (Parana, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina) e se estendendo pela Argentina e Paraguai (SILVA-LUZ;
PIRANI, 2015). Seu plantio desponta como alternativa para a diversificacdo
agricola, pois é uma espécie que permite o0 sistema integrado de producao
agroflorestal. A espécie florestal (aroeira) atua como elemento basico para
amenizacdo ambiental e diversificacdo da producao agricola (BAGIO, 1988).

O fruto da Aroeira é conhecido como pimenta rosa, ou poivre-rose na
Franca; pink pepper nos Estados Unidos da América. A pimenta rosa possui
sabor peculiar, bastante apreciado na culinaria internacional, sendo a producao
nacional praticamente voltada para exportacdo. A pimenta rosa, por sua cor
atrativa é utilizada para decorar pratos, conferindo-lhes requinte. Portanto os
frutos com injurias ou verdes sdo descartados. Uma alternativa para utilizacéo

destes frutos seria a extragédo do seu 6leo essencial (BERTOLDI, 2006).



Figura 1: Pimenta rosa (Fonte FAES e SENAR, 2009)

Para conseguirem protecdo contra inimigos potenciais tais como bactérias,
fungos, virus, nematoides, &caros, insetos, mamiferos ou animais herbivoros, os
vegetais desenvolveram sistemas de defesas. O primeiro nivel de defesa envolve
a superficie da planta (cuticula e periderme). O segundo nivel esta relacionado a
um grupo de diversos compostos vegetais, existentes apenas no reino vegetal e
conhecidos como metabdlitos secundarios (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Sabe-se que muitos produtos do metabolismo secundario tém funcbes
importantes nos vegetais: eles agem como atrativos para polinizacdo; protegem
as plantas contra herbivoros e contra a infecgdo por microrganismos patogénicos,
entre outras fungbes (TAIZ; ZEIGER, 2013). Apesar de ndo apresentar funcao
direta no crescimento e desenvolvimento dos vegetais os metabdlitos secundarios
geralmente desempenham papel fundamental nas funcdes vitais das plantas
como: fotossintese, respiragcdo, transporte de solutos, translocacdo, sintese de
proteinas, assimilacdo de nutrientes entre outros (TAIZ; ZEIGER, 2013). Os
metabdlitos secundarios podem ser divididos em 3 grupos quimicamente distintos:
terpenos, compostos fendélicos e compostos nitrogenados.

Os oOleos essenciais fazem parte dos metabdlitos secundarios, importante
grupo de constituintes dos vegetais e sdo responsaveis pelos seus odores
aromaticos caracteristicos (BIZZO; HOVELI;, REZENDE, 2009). Os o6leos
essenciais compreendem uma mistura complexa de hidrocarbonetos, alcodis e
compostos carbonilicos. Os hidrocarbonetos, por sua vez, s&o uma mistura de

substancias volateis, os terpenos e em menor frequéncia, esquiterpenos



(ARAUJO, 2011; PAWLOWSKI et al.,, 2012). A extracdo do Oleo essencial da
pimenta rosa viabiliza sua utilizagao industrial, conferindo seu sabor ao produto ao
qual é adicionado (BAGIO, 1988; BERTOLDI, 2006; FAES e SENAR, 2009;
PAWLOWSKI et al., 2012).

Entre as diferentes classes de produtos naturais encontrados em 6leos
essenciais, os terpenos estdo associados aos danos no processo de divisdo
celular, sintese de ATP e anormalidades cromossdmicas 0 que pode estar
envolvido no seu mecanismo antimicrobiano (PAWLOWSKI et al., 2012).

Outra caracteristica que vem sendo associada aos 0leos essenciais é a
capacidade antioxidante. O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio
entre a producédo de radicais livres e a sua inativacao pelos sistemas de defesa do
organismo. Esta sujeito de ocorrer em todos 0s organismos expostos a ambientes
oxigenados. O oxigénio atmosférico possui baixa energia de ativacdo inicial,
porém durante o metabolismo do oxigénio, podem ser produzidas espécies
altamente reativas causadoras de danos a biomoléculas. Em alimentos, isto pode
provocar a oxidacao de lipidios, pigmentos, vitaminas e proteinas, acarretando
perda de sabor, descoloracdo e perda de nutrientes importantes, além de
formacdo de compostos carcinogénicos. Logo os sistemas biol6gicos, animais e
vegetais, desenvolveram diversas defesas antioxidantes, a fim de se proteger da
oxidacdo (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; DECKER, 2002).

Os alimentos que sdo derivados de diferentes tecidos bioldgicos contém
uma série de diferentes sistemas de defesa para prevenir os efeitos prejudiciais
das espécies reativas do oxigénio, como os radicais superéxido (0%,
hidroperoxila (HOy), hidroxila (OH) e o peroxido de hidrogénio (H20,)
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Porém durante o processamento as espécies
reativas podem aumentar levando a um descontrole oxidativo, resultando em
perda de qualidade, diminuicdo de tempo de conservacdo e formacdo de
compostos toxicos. Para garantir a qualidade e seguranca dos alimentos sao
adicionados antioxidantes aos alimentos processados (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010; DECKER, 2002).

Os antioxidantes utilizados em alimentos podem ser sintéticos ou naturais.
Em geral os antioxidantes sintéticos sdo estruturas fendlicas, e os naturais sédo

compostos fendlicos, quinonas, lactonas e os polifendis. Nos mecanismos de

10



controle de oxidacg&o de lipidios estdo envolvidos os bloqueadores da reacdo em
cadeia (doadores de hidrogénio) e os complexadores de metais. Os bloqueadores
séo classificados em dois grupos: doadores e receptores de elétrons (ARAUJO,
2011). Os antioxidantes doadores de elétrons ou hidrogénio competem pelo
radical formado, diminuindo a velocidade da reacdo de oxidagcao. A eficiéncia da
atuacado é dependente da estrutura quimica e estabilidade do radical formado. Os
antioxidantes receptores de elétrons competem com o oxigénio triplete pelo
radical livre, reduzindo a formacéo de radicais, principalmente o radical peroxil
(ARAUJO, 2011).

O segundo mecanismo envolve a complexacdo de metais, catalisadores da
reacdo de oxidacdo de lipidios. E um mecanismo definido como preventivo, pois
nao ocorre interacao entre radicais e sim complexacéo de ions metalicos, inibindo
com isso a decomposigdo dos peroxidos (ARAUJO, 2011).

A busca por uma alimentagcdo mais saudavel e “natural”, com o minimo de
conservantes ou aditivos sintéticos tem incentivado as pesquisas para encontrar
aditivos ou antioxidantes eficazes e de baixo custo (DECKER, 2002). Além dos
esforgos para reducdo da deterioragao oxidativa, busca-se o desenvolvimento de
técnicas de processamento de alimentos que ajudem a preservar antioxidantes
enddgenos. Estes compostos também tém sido associados a beneficios para a
salide (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; DECKER, 2002).

Portanto o 6leo essencial de pimenta rosa pode ser uma alternativa viavel
para o controle da oxidacéo de lipidios e do desenvolvimento de microrganismos,

dentre estes 0 S. aureus, patdgeno associado a toxinfec¢des alimentares.

3.4 Microencapsulagao

Uma das grandes dificuldades tecnologicas em relacdo aos O6leos
essenciais € a preservacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e
aromaticas durante o processamento e estocagem, pois possuem grande parte
dos componentes sensiveis ao calor e a oxidacdo, além de serem altamente
volateis. Além disso, os 6leos essenciais podem reagir com outros ingredientes na
formulac&o alterando suas propriedades (MULLER, 2011). A cor, o sabor e o odor
originais dos alimentos geralmente sdo os mais afetados pelos métodos
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tradicionais de processamento. Com isso, se torna necessario implantar métodos
que preservam estas caracteristicas, além de deixar componentes nutricionais
mais bio-acessiveis. Uma maneira encontrada para a aplicacdo dos oOleos
essenciais € a microencapsulacao.

Microencapsulagdo € o processo de empacotamento de materiais ativos
(sélidos, liquidos ou gasosos), as quais podem liberar o conteudo de forma
controlada e sob condi¢cdes especificas (REBELLO, 2009). As microcapsulas
podem ser descritas como embalagens extremamente pequenas, compostas por
um polimero como material de parede e um material ativo chamado de nucleo. As
microcapsulas sdo empregadas para melhorar o desempenho do material ativo ou
possibilitar novas aplicacbes (ARSHADY, 1993).

A microencapsulacdo tem a funcdo de preservar 0s componentes como
aromas e vitaminas dos alimentos. A perda destes nutrientes traz prejuizos ao
seu valor nutricional, além de afetar suas caracteristicas sensoriais,
transformando o alimento em um produto distante do produto original (REBELLO,
2009).

As microcapsulas tém a capacidade de modificar e melhorar a aparéncia e
as propriedades de uma substancia. Sua utilizacdo visa a atender as
necessidades especificas da industria de alimentos como reduzir a reatividade do
nacleo com o ambiente; facilitar a manipulacdo do material encapsulado;
promover liberacdo controlada de determinadas substancias; mascarar sabor e
odor desagradaveis e promover a diluicdo homogénea do material encapsulado
em uma formulacao alimenticia (REBELLO, 2009).

Além dos 6leos essenciais, existem outros compostos para 0s quais a
microencapsulacdo é utilizada, dentre os quais: pigmentos, compostos de sabor,
nutrientes, enzimas, conservantes, acidulantes, probiodticos, entre outros
(MULLER, 2011).

Diversos métodos tém sido utilizados na elaboracdo das microcapsulas,
tais como: spray drying ou secagem por atomizagao, coacervagao, liofilizacao,
secagem em leito em espuma, spray cooling, extrusdo, extrusao centrifuga,
recobrimento em leito fluidizado, lipossomas e complexacdo por incluséao
(REBELLO, 2009).
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Conforme o tamanho, as cépsulas podem ser classificadas em 3
categorias: macro (> 5000 pm), micro (0,2- 5000 um) e nano capsulas (< 0,2 um).
As capsulas podem ser divididas em dois grupos: aquelas nas quais o nucleo é
nitidamente centralizado, envolto em um filme bem definido de material de
parede, caracterizando as “verdadeiras” microcapsulas; e aquelas nas quais o
ndcleo é disperso na regido matricial, denominada as microesferas (PINTO,
2012).

3.4.1 Secagem por atomizacao

A secagem por atomizacdo também conhecida como secagem por
aspersao consiste na transformacao do material do estado liquido para o sélido,
através da dispersdo de goticulas que entram em contato com ar quente dentro
de uma camara. Essa técnica € a mais utilizada pela industria de alimentos. O
material que deverd ser seco pode estar sob a forma de solucdo, suspensao,
emulsdo ou pasta. A microencapsulacdo por atomizacdo conforme ilustrado na
Figura 2, envolve as operacfes de emulsificacdo do material ativo com uma
solugcdo aquosa do material de parede, atomizacdo dentro da camara de
secagem, seguida de secagem das goticulas atomizadas (ASCHERI, 1997).

a) Alimentacdo
b) Entrada do ar l

¢) Atomizador bf =[b
d) Camara de secagem

>

Emulsificacdo

Produtofinal

Figura 2: Esquema basico microencapsulacao spray dryer (adaptacdo ASCHERI,
1997).
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Como a evaporacao da agua acontece rapidamente, a temperatura dentro
do ndcleo ndo ultrapassa 100 °C, com temperaturas geralmente em torno de 60
°C, reduzindo a ocorréncia de alteragcbes indesejaveis nos compostos
termossensiveis. Esta € considerada a principal vantagem da atomizacéo
(AZEREDO, 2005).

3.4.2 Material de parede

A selecdo do material de parede adequado é critica para o sucesso da
microencapsulacdo. O material correto evita interacdes quimicas, oxidagdo e
volatilizagdo do nucleo além de maximizar a retencdo do 6leo essencial apds o
processo de secagem. Os materiais de parede ndo devem reagir com o material
ativo do nucleo e devem ser seguros para o uso em alimentos (AZEREDO, 2005;
FERNANDES et al., 2014). Além disso, para encapsulacao de 6leos, os materiais
de parede devem possuir capacidade de formar e estabilizar emulsdes,
proporcionando uma pelicula em torno da superficie das goticulas de 6leo da
emulsdo durante a homogeneizacédo, formando uma barreira ao oxigénio, principal
responsavel pela oxidacdo (GARTI, 2008).

Existe uma grande variedade de materiais de parede utilizados para a
microencapsulacdo. Polimeros naturais como proteinas (gelatina, proteinas do
soro de leite, caseinato de sédio e proteina de soja), pequenas moléculas de
hidratos de carbono (emulsionantes, amidos e amidos modificados, sacarose,
glicose, lactose, maltodextrina), gomas (goma arabica, xantana, guar) entre outros
(GARTI, 2008). Os polimeros naturais tém sido preferidos nestes aspectos, sendo
compativeis com formulacfes alimenticias (FERNANDES et al., 2014).

A goma arabica € considerada um excelente material de parede, mas
problemas relacionados a utilizacdo desse material tém levado a estudos que
indiguem substitutos. Seu custo elevado e fornecimento limitado estdo entre os
principais problemas. O amido modificado e a maltodextrina tornaram-se uma
alternativa viavel para a substituicho da goma arabica, devido a alta

disponibilidade e baixo custo.
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A goma aradbica € um dos materiais mais utilizados para compor as
paredes das microcapsulas (FERNANDES et al., 2014). E um biopolimero
extraido de um arbusto, Acacia Senegal, encontrado principalmente na Africa. A
goma arabica € uma mistura complexa de diferentes biopolimeros, com pelo
menos trés fragdes principais com alta massa molecular. Tem sido proposto que a
fracdo surfactante ativa consiste em arabinogalactanos ramificados ligados a
cadeia de um polipeptidio. A cadeia polipeptidica tem grupos laterais hidrofébicos,
responsaveis pela sua adsorcdo dos lipidios na superficie. Ja a outra porcdo
hidrofilica dos blocos de arabinogalactano se posiciona na fase aquosa formando
uma camada interfacial. A esta camada € creditada a estabilidade contra a
agregacado das goticulas, principalmente por meio de repulsdo estérica, mas com
alguma contribuicdo da repulséo eletrostatica (KASAPIS, 2009; DICKISON, 2003).

No entanto, quando comparada a outros biopolimeros de superficie, a
goma arabica tem baixa afinidade pelas interfaces 6leo-agua. E recomendada sua
utilizacdo em concentracdes elevadas ou juntamente com outros biopolimeros
para formacao de emulsdes estaveis (DICKISON, 2003; KASAPIS, 2009).

Problemas frequentes associados com variagdes de qualidade tém levado
a pesquisas para investigar fontes alternativas de emulsificantes de biopolimeros
para uso em alimentos (ASCHERI, 1997; ASCHERI; MARQUEZ; MARTUCCI,
2003; FERNANDES et al., 2014; KASAPIS, 2009).

Os amidos naturais costumam ter pouca atividade de superficie por serem
moléculas predominantemente hidrofilicas. No entanto, a sua modificagdo quimica
ird produzir emulsionantes altamente eficazes. Geralmente esta modificacdo é
feita anexando grupos laterais hidr6fobos ao longo de suas estruturas (NILSSON;
BERGENSTAHL, 2006; TRUBIANO, 1995). Estes amidos modificados séo
amplamente utilizados como emulsionantes na industria de bebidas,
frequentemente como uma alternativa ou substituicio a goma arabica. Um dos
amidos modificados mais utilizado € um derivado de octenilsuccinato de milho
ceroso. O amido modificado consiste principalmente em amilopectina
guimicamente modificada para conter grupos laterais anibnicos e nédo polares
(ASCHERI, 1997; I; ASCHERI; MARQUEZ; MARTUCCI, 2003; FERNANDES et
al., 2014).
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Estes grupos laterais apolares se prendem as superficies das goticulas
lipofilicas, enquanto as cadeias de amido polares posicionam direcionadas para a
fase aquosa (KASAPIS, 2009), caracteristica fundamental de um bom
emulsificante. Estas cadeias de amido poliméricas hidrofilicas protegem as
goticulas da coalescéncia, através principalmente de repulsdo estérica; embora a
repulsdo eletrostatica também possa desempenhar algum papel. Esta
modificacdo também confere ao material excelente capacidade de retencéo de
volateis durante a atomizacao no atomizador (ROCHA et al., 2012) .

Como o mecanismo dominante de estabilizacdo das emulsdes adicionadas
de amido modificado € a repulsdo estérica, estas se tornam resistentes a
alteracdes do pH, a forca ibnica e temperatura (CHANAMAI;, MCCLEMENTS,
2002).

Da mesma maneira que a goma arabica, o amido modificado possui baixa
atividade interfacial quando comparado com proteinas ou agentes tensoativos.
Por isso deve também ser usado em grandes concentracdes (recomenda-se 1:1 a
proporcao de amido e 6leo nas emulsdes 6leo em agua) para garantir que todas
as superficies das goticulas sejam revestidas adequadamente (KASAPIS, 2009).

A maltodextrina é qualificada como um polimero sacarideo ndo doce, que
consiste em unidades de D-glicose ligadas principalmente por cadeias a -1,4 com
dextrose equivalente (DE) menor que 20. Apresenta-se em po6 branco ou solucdo
concentrada obtida a partir da hidrélise parcial do amido com acido ou enzimas.
A sua utilizacdo como material de parede de ingredientes alimenticios tem sido
pesquisada, pois oferece vantagens em relagdo a outros materiais de parede:
custo relativamente baixo, aroma e sabor neutros, baixa viscosidade em altas
concentracbes de solidos e uma boa protecdo do nucleo contra reagbes de
oxidacdo. A sua limitacdo ao uso esta relacionada a sua baixa capacidade de
emulsificacdo e retencdo de compostos volateis, sendo recomendada a sua
utilizacdo com outros materiais de parede (FERNANDES et al., 2014).

Entre suas propriedades funcionais podemos destacar a capacidade de
formacdo de pelicula em torno do material ativo, protegendo-o; baixa
higroscopicidade; baixa viscosidade e boa dissolugdo em agua, facilitando com
isso a reidratacdo do material encapsulado. A medida que se aumenta o nimero

de dextroses equivalentes da maltodextrina aumenta-se sua higroscopicidade,
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porém, sua viscosidade diminui (ASCHERI, 1997; I; ASCHERI; MARQUEZ,
MARTUCCI, 2003).

Este estudo avaliou o efeito de goma ardbica, amido modificado e
maltodextrina na composi¢cdo, caracteristicas fisico-quimicas e morfologia das

microparticulas de 6leo essencial de pimenta rosa.
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4 MATERIAL E METODOS

As atividades foram divididas em trés etapas: Etapa 1 — Extragdo e
caracterizacdo do 6leo essencial de pimenta rosa; Etapa 2 — Microencapsulacéo
do 6leo essencial de pimenta rosa; Etapa 3 — Fabricacdo do queijo Minas Frescal
adicionado de 0Oleo essencial de pimenta rosa microencapsulado juntamente com
sua caracterizagdo fisico-quimica; andlises microbioldgicas e teste de aceitacdo
sensorial do produto elaborado.

A representacdo esquematica com as etapas do estudo e suas respectivas

fases é mostrada na Figura 3.

Composicao
quimica
_| Caracterizagdo do Atividade
Oleo essencial antioxidante
- - | Atividade _| Caracterizagao
Extracdo do 6leo || antimicrobiana fisico-quimica
essencial
Elaboragéo do Analises
Queijo Minas microbioldgicas
— Microencapsulacdo
Caracterizagdo | || Analises
das microcapsulas sensoriais

Figura 3: Representacdo esquematica das atividades realizadas no experimento

Para caracterizagdo do 0Oleo essencial de pimenta rosa, o experimento foi

conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado com trés repeticoes;
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sendo todas as andlises foram realizadas em duplicata. Foram calculadas as
médias e respectivos desvios padrdo. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o Excell® e o programa estatistico SAEG (2007) DEMO.

Para a caracterizacdo das microcapsulas o delineamento foi inteiramente
casualizado com trés repeticdes. As analises foram realizadas em duplicata e
foram calculadas as médias e respectivos desvios padrdo. Os resultados foram
analisados utilizando a Andlise Estatistica Univariada (ANOVA) para verificar a
existéncia de diferenca significativa e por fim foi realizado teste de comparacao de
médias, Tukey, a nivel de 95 % de confiabilidade para verificar a existéncia de

diferenca entre as trés formula¢gbes de microcapsulas.

A caracterizacdo fisico-quimica, microbiolégica e sensorial dos queijos
produzidos também ocorreu sob o delineamento inteiramente casualizado com
trés repeticbes e todas as andlises foram realizadas em duplicata e tiveram
calculadas as médias e os respectivos desvios padrao. Os dados médios da
composicdo centesimal do queijo Minas Frescal com microcapsulas de o6leo
essencial e controle foram comparados, utilizando o teste t ao nivel de 95% de
probabilidade e os resultados analisados para se verificar a existéncia de
diferenca significativa entre os tratamentos. Para avaliacdo dos dados
microbiolégicos em relacdo ao tempo foram calculadas médias e desvios padrao.
Os resultados obtidos pelo teste de ordenacao-preferéncia foram analisados pelo
teste de Friedman ao nivel de 5 % de probabilidade, utilizando-se a Tabela de
Newel e McFarlane, conforme Minim (2011). Os resultados da aceitacdo sensorial
foram tabulados e as médias obtidas foram comparadas, utilizando o teste t ao
nivel de 5 % de probabilidade. Os resultados foram analisados para se verificar a

existéncia de diferenca significativa entre os tratamentos.

4.1 Extrac&o do Oleo essencial de pimenta rosa

A extracdo do 6leo essencial foi realizada no Laboratorio de Operacdes
Unitarias do Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), em Alegre, ES.

Os frutos “in natura” foram fornecidos pela empresa AgroRosa Ltda,
exportadora de pimenta rosa, localizada na cidade de Sado Mateus, ES. Esses
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frutos foram selecionados e desidratados pela mesma empresa, utilizando
equipamentos eletrénicos, segundo sua densidade e coloragédo, sendo que frutos
verdes, pretos e de alta densidade foram excluidos do processo de secagem. Os
frutos recebidos foram embalados em sacos de polietileno de alta densidade e
armazenados a temperatura ambiente, em local seco e arejado até sua utilizac&o.

O dleo essencial de pimenta rosa foi extraido por hidrodestilacdo, utilizando
um sistema Clevenger. Os frutos foram moidos em moinho Cadence (MDR301)
para facilitar a extracdo e colocados em baldo volumétrico de 2000 mL, na
proporcao de 450 g de frutos moidos para 1200 mL de &gua destilada. A mistura
foi aquecida até ebulicdo, e apds condensacao, o 6leo separou-se da agua devido
a diferenca de densidade. Apds trés horas de extracdo, o 6leo foi recolhido do
sistema de Clevenger para um baldo de decantacdo. Com ajuda de uma pipeta de
Pasteur, o 6leo foi retirado do baldo e colocado em tubo de centrifugagdo. Em
seguida, o 6leo foi centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos utilizando centrifuga
Fanem/Excelsa II® e armazenado a temperatura de 5 + 1 °C, em frasco ambar

envolto em folha de aluminio.

4.2 Caracterizacdo do 6leo essencial de pimentarosa

O O6leo essencial foi caracterizado quanto a sua composi¢cdo quimica,

atividade antioxidante e acdo antimicrobiana para o microrganismo S. aureus.

4.2.1 Composicado quimica

A determinacao da composicédo quimica do Oleo essencial de pimenta rosa
foi realizada na Central Analitica, do Centro de Ciéncias Agrarias, da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), em Alegre, ES.

O odleo essencial obtido foi submetido a analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-MS), utilizando aparelho modelo QP-
PLUS-2010 (SHIMADZU). A coluna cromatografica utilizada foi do tipo capilar de
silica fundida com fase estacionaria Rtx-5MS, de 30 m de comprimento e 0,25
mm de diametro interno. As condi¢cdes operacionais foram: fluxo de gas de arraste
(He) de 1 mL.min%, temperatura do injetor e do detector de 220 °C e 300 °C
respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi 60 °C aumentando de 2 °C

20



por minuto até 240 °C, permanecendo constante por 30 minutos. Injetou-se 1 pL
de cada amostra preparada a partir de 10 yL de 6leo essencial de pimenta rosa,
diluido em 1 mL de hexano (ADAMS, 2007).

A identificagdo dos compostos foi realizada por comparacéao dos espectros
de massa obtidos experimentalmente com o banco espectral Wiley, 7 Edigao ou
por comparacdes dos espectros de massas obtidos com o0s existentes na
biblioteca NIST e também pelo indice de retencéao relativo (ADAMS, 2007).

A guantificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial foi realizada
por cromatografia em fase gasosa em equipamento SHIMADZU GC-2010 Plus,
equipado com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) de acordo com métodos
descritos por PINHEIRO et al. (2013) e Rondelli et al. (2012). O gas de arraste
utilizado foi o nitrogénio e a coluna capilar Rtx-5MS, 30 m de comprimento e 0,25
mm de diametro interno. As temperaturas do injetor e do detector foram fixadas
em 240 °C e 250 °C, respectivamente. Uma quantidade de 10 mg da amostra foi

diluida em diclorometano (1 mL) e injetou-se 1 yL da mistura.

4.2.2 Atividade antioxidante

O Laboratorio de Quimica de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias, da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), em Alegre, ES foi utilizado para
determinacao da atividade antioxidante do 6éleo essencial de pimenta rosa.

Para o ensaio ABTS foi utilizado o trolox como referéncia. Dentre os
métodos antioxidantes utilizados “in vitro”, optou-se pelo ensaio ABTS (2,2-
azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), segundo adaptacdo do método descrito
por Re et al. (1999). A atividade antioxidante do Oleo essencial foi determinada
pela descoloragdo do ABTS, medindo a reducdo do cétion radical (ABTS+) como
porcentagem da inibicdo da absorbancia a 734 nm.

A diminuicdo da absorbancia do radical ABTS+ produzido pela oxidacéo
ABTS pela amostra € proporcional a concentracdo de substancias antioxidantes
presentes, e esta representado pelas equacdes 2 e 3.

ABTS + K,S,04 » ABTS* (equacédo 02)
ABTS* + AH (antioxidante) - ABTS + A" + H* (equacéo 03)
Amax = 734 nm
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Para a determinacdo da atividade antioxidante do Oleo essencial de
pimenta rosa foi utilizada uma solucdo estoque de ABTS (7 mM). Para o seu
preparo foram necessarios 0,0979 g de ABTS e agua destilada para completar o
volume de baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, preparou-se a solucdo de
persulfato de potéssio (2,45 mM), em que foram utilizados 0,1672 g de persulfato
de potassio e 4gua destilada completando um bal&o volumétrico de 250 mL. Para
o preparo do radical misturaram-se 10 mL da solucdo estoque de ABTS e 10 mL
de solucdo persulfato de potassio, deixando reagir por 16 horas no escuro. A
diluicdo do radical foi realizada ajustando a sua absorbancia a 0,700; por meio da
adicdo de alcool absoluto.

Para construcdo da curva analitica foram utilizadas as concentracfes de
200 pM, 150 pM, 130 uM, 110 uM, 90 uM, 70 pM, 50 uM, 30 uM, 10 uM e 0 uM da
solucdo padréo de trolox. Para todas as dilui¢cdes foi utilizado alcool absoluto.

Em tubos de ensaio coletou-se 0,5 mL da amostra de cada concentracéo e
foram adicionados 3,5 mL de radical ABTS, colocando-se para reagir por 6
minutos envoltos de folha de aluminio e no escuro. Apés este tempo foi feita a
leitura em espectrofotdmetro a 734 nm. A partir dos valores obtidos construiu-se
uma curva com linha de tendéncia linear e observou-se o R?.

Apbs ajustar a curva padrdo, o 6leo essencial de pimenta rosa foi
adicionado, em baldo volumétrico, nos volumes de 0,5 mL; 0,3 mL e 0,1 mL
completando-se o baldo para 10 mL de &lcool absoluto. Logo em seguida,
transferiu-se 0,5 mL de cada baldo para tubos de ensaio e foi adicionado radical
ABTS deixando reagir por 6 minutos, envoltos em folha de aluminio e no escuro.
Apods este tempo, fez-se a leitura em espectrofotdmetro a 734 nm e foi analisado
se os valores obtidos estavam dentro dos pontos da curva padrao.

Os célculos para determinacéo da atividade antioxidante foram feitos com
base na equacéo do grafico da curva padrdo e na quantidade de 6leo essencial
utilizada para reducdo do radical ABTS’ em cada amostra, considerando as
diluicdes realizadas, sendo os valores obtidos expressos em pmols de trolox por

mL de 6leo essencial.
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4.2.3 Atividade antimicrobiana

A determinacdo da acdo antimicrobiana do 6leo essencial de pimenta rosa
foi realizada no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Centro de Ciéncias
Agrérias, da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), em Alegre. Foram
utilizadas cepas de S. aureus, ATCC 6538, provenientes da colecdo do mesmo
Laboratorio.

A cepa utilizada foi estocada durante toda a realizacdo do experimento sob
refrigeracdo (3,0 + 1,0 °C) em &gar nutriente. Para a ativagdo e utilizacdo das
cepas, foi transferida uma aliquota para tubos de ensaio ou tubos Falcon
contendo caldo infusdo cérebro e coracdo (BHI). Foi realizado um repique neste
meio de cultura com incubacéo a 37,0 °C, por 24 horas para ativacéo da cultura.
Para a padronizagdo do numero de células utilizou-se método descrito por
Valeriano et. al (2012). As cepas foram inicialmente inoculadas em tubo de ensaio
ou tubo Falcon contendo 7 mL do caldo infusdo cérebro e coracdo (BHI)
incubados a 37 °C. Em seguida, a partir do BHI, foram realizadas estrias simples
para verificacdo da morfologia do microrganismo. A cultura foi estriada em placas
contendo PCA e incubada a 37 °C por 24 horas.

Para determinacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
pimenta rosa foi utilizado o método de difusdo em agar segundo adaptacdo do
método de Pimentel Filho (2010). O meio de cultura utilizado foi o Mueller Hinton
(MH). A partir das colbnias isoladas em PCA foi feito uma suspensédo de S.aureus
em solucdo salina. A suspencdo na concentracédo de aproximandamente 1 x 10°
UFC.mL™ foi espalhada sobre a superficie das placas com o meio de cultura. Para
verificar a concentracdo de microrganismos era utilizado o padrdo MC Farland
0,5. Em seguida, 10 pL do 6leo essencial de pimenta rosa foram transferidos para
os discos. Para se comparar os halos obtidos foi utilizado como controle negativo
do crescimento bacteriano a mistura de antibioticos: sulfato de neomicina, sulfato
de paromicina, acido nalidixico. Para controle positivo utilizou-se agua destilada.
As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 horas e ap0s esse periodo, os halos
de inibicdo formados foram medidos com o auxilio de um paquimetro. O

experimento foi realizado com trés repeticées e o0s resultados expressos como a
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média e o desvio padrdo das médias dos trés valores. A atividade inibitoria foi
caracterizada pela medida do halo de inibi¢ao.

Para determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) foi utilizado o
método de microdiluicdo em placas de Elisa. Nas placas de Elisa de fundo U
foram depositados na fileira A 100 pyL de BHI duplo concentrado com 0,1% de
tween 80®, 100 pL de dleo essencial de pimenta rosa e 100 uL do indculo diluido
a 1,0 x 10° UFC.mL™. Na fileira B transferiram-se 100 pL da fileira A, 100 pL do
caldo BHI concentracdo normal com 0,1% de tween 80® e 100 uL do inéculo, na
fileira C transferiram-se 100 yL da fileira B, o caldo BHI de concentracdo normal
com 0,1% de tween 80® e 100uL do inéculo, dessa forma transferindo-se para a
fileira seguinte até a fileira H os mesmos compostos, ou seja, reduziu-se a
concentracdo de 6leo essencial de uma fileira para outra em 50%. Apds completar
0s pocos com caldo BHI e 6leo essencial foi adicionado o in6culo de S. aureus de
forma que cada poco ficasse com uma concentracdo de 5x10° UFC.mL™. Para
leitura do branco, os pocos foram adicionados apenas de meio de cultura e 6leo
essencial. Foram feitos controles positivos para o crescimento de microrganismo
e controles para verificar a esterilidade dos meios de cultura. As leituras foram
feitas em leitor de Elisa Thermo Scientific®, a 600 nm, nos intervalos de trinta
minutos nas quatro primeiras leituras, nas 12 seguintes foram feitas de hora em
hora. Ao final da analise a menor concentracdo que apresentou atividade inibitoria

observada pela medida de absorbancia foi definida como CIM.

4.3 Microencapsulacdo do 6leo essencial de pimenta rosa

Antes da sua utilizacdo nos queijos, o 6leo essencial de pimenta rosa foi
microencapsulado segundo adaptacdo do método descrito por Ascheri; Marquez;
Martucci, (2003) utilizando o método fisico de secagem por spray dryer. Essa
etapa ocorreu no Laboratério de Operacbes Unitarias do Centro de Ciéncias
Agrarias, da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), em Alegre.

Os materiais escolhidos para utilizacdo neste experimento foram a goma
arabica, amido modificado e maltodextrina, devido as suas propriedades como
excelentes agentes microencapsulantes de Oleos essenciais. A solucdo do
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material de parede (goma arabica, maltodextrina, amido modificado e agua), nas
suas devidas proporcdes (Tabela 1), foi preparada no dia anterior do preparo da
emulsdo e mantida por 8-12 horas, a temperatura ambiente, para assegurar
saturacdo das moléculas dos polimeros. Para o preparo da emulsédo, o 6leo
essencial de pimenta rosa foi adicionado progressivamente a solucdo do material
de parede sob agitacdo constante (3500 rpm/ 10 minutos) utilizando um
liquidificador Walita® R12044. A emulséo foi utilizada como liquido de alimentacao
no processo de secagem por pulverizacao.

Foram utilizadas trés combinacdes de goma arabica; maltodextrina e amido

modificado conforme Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Formulacdes utilizadas para microencapsulacao.

Ingrediente (%) Fol Fo2 Fo3
Goma arabica 10 5
Maltodextrina 10 10 10
Amido modificado - 10

Oleo essencial 5 5

Agua 75 75 75

Fonte: adaptado Ascheri et al. (2003)

A secagem ocorreu nas seguintes condicdes: temperatura de entrada do ar
de 175 °C, temperatura de saida do ar menor que 60 °C e vazado do liquido de
alimentacdo de 0,8 L/h. A quantidade de 6leo nas emulsdes foi de 5%. Foram
realizadas analises para caracterizacdo fisico-quimica e morfolégica das

microcapsulas conforme descrito no item abaixo, 4.4.

4.4  Caracterizacgéo fisico-quimica das microcapsulas

Foram realizadas as seguintes analises nas microcapsulas obtidas:
umidade, atividade de agua, higroscopicidade, microscopia eletronica de

varredura, difracao de raio x e cor.
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4.4.1 Atividade de agua
A atividade de &gua (Aw) foi mensurada por meio de leitura direta no

equipamento Labmaster, Novasina, com temperatura controlada de 25 +0,5 °C.

4.4.2 Umidade

A determinacdo da umidade das microcapsulas foi realizada pelo método
gravimétrico (perda por dessecacdo a temperatura em 105°C, até obtencdo de
massa constante segundo AOAC, 2005).

4.4.3 Higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada segundo adaptacdo do método
proposto por Fernandes; Borges; Botrel, 2013. As amostras de p6 de cada
tratamento (aproximadamente 1 g) foram colocadas em dessecador com uma
solucdo saturada de NaCl (75,29% de umidade relativa) a 25 °C. Ap6s uma
semana, as amostras formam pesadas, e a higroscopicidade expressa como g de
umidade absorvida por 100 g de sé6lidos secos (g/100 g).

4.4.4 Microscopia eletrénica de varredura

As analises de microscopia eletrbnica de varredura foram realizadas no
Laboratério de Microscopia do Departamento de Fisica da Universidade Federal
de Vicosa (UFV), em Vicosa, MG.

As andlises microscopicas foram conduzidas com algumas modificacdes do
método descrito por Binning et al. (1986), citado por Ferreira (2006). Os pés
(microcapsulas) foram fixados em uma fita adesiva dupla-face, montada em bases
com 1 cm diametro e 1 cm de altura, revestidos com ouro sob vacuo e
examinados no microscopio eletrénico de varredura. O microscopio foi operado a

20 KV e foram feitas ampliacdes de 800-20.000 vezes.

4.45 Difragdo de raios x

As andlises de difracdo de raios x foram realizadas no Laboratério de
Difragdo de raios X do Departamento de Fisica da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), em Vicosa, MG.
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Para obter informacdes acerca da estrutura (cristalina ou amorfa) das
microcdpsulas de Oleo essencial de pimenta rosa, foi utilizado o difratbmetro de
raios X da marca Bruker , modelo D8 Discover , com radiacdo de cobre a 40 KV,

30 mA, velocidade de varredura de 1°/seg sob angulo 20 variando de 4 a 45°.

4.4.6 Cor

Devido a importancia da cor para aceitacdo dos produtos pelos
consumidores foram realizadas analises de cor nas microcapsulas com auxilio de
um colorimetro KONICA MINOLTA® (modelo: CM-5) em sistema tridimensional L*,
a* e b*, em que L* indica a luminosidade, que varia do preto (I* = 0) ao branco (I*
= 100), a* consiste no eixo que varia do vermelho ao verde, e b* varia do amarelo
ao azul. Além disso, foram observados os valores de h (angulo de tonalidade
‘cromatica), c* (saturacéo de cor).

As amostras de cada formulacdo (Fol, Fo2 e Fo3) foram devidamente
colocadas em placas de acrilico e levadas a porta de reflectancia do colorimetro

para leitura. As leituras foram realizadas em duplicata.

4.5 Elaboragcéo do queijo Minas Frescal

A elaboracdo e a caracterizacédo fisico-quimica, sensorial e microbiolégica
do queijo Minas Frescal foi realizada nos laboratérios de Tecnologia de Produtos
Agricolas (TPA), Quimica de Alimentos, Andlise Sensorial e Microbiologia de
Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), em Alegre, ES.

O leite utilizado no processamento foi proveniente da area experimental do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo,
localizado em Rive-Alegre, ES. O leite, ao ser recebido no Laboratorio de
Tecnologia de Produtos Agricolas (TPA), passou por analises fisico-quimicas de
determinacdo da acidez titulavel e pH. Foi coletada uma amostra para realizacao

posterior das analises de proteinas, gordura, extrato seco total (EST) e cinzas.
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O leite foi entdo pasteurizado (65 °C por 30 minutos). O queijo foi fabricado
por coagulacdo enzimética do leite com adicdo de cloreto de célcio (0,02% em
relacdo ao volume de leite), acido latico (0,04%) e coalho (0,1%).

Os queijos foram salgados ap0s a dessoragem, antes da enformagem.
Para o queijo adicionado de Oleo essencial de pimenta rosa microencapsulado, a
adicdo ocorreu juntamente com o sal. Foi utilizada a concentracdo de Oleo
essencial de pimenta rosa que teve preferéncia no teste de ordenacéo descrito no
item 4.6.1. Na Figura 4 € apresentado o fluxograma do processo de fabricacdo do

queijo.
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Figura 4: Fluxograma da fabricagcdo do queijo Minas Frescal com e sem adicao de

6leo essencial de pimenta rosa microencapsulado.
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4.6 Caracterizacdo do queijo Minas Frescal

4.6.1 Analises fisico-quimicas
Foram realizadas no leite utilizado nos trés processamentos e nos queijos
produzidos andlises de acidez titulavel e pH e composi¢cdo centesimal para sua

caracterizacao.

4.6.1.1 Acidez titulavel e pH

A acidez titulavel foi determinada com a titulacdo da amostra de leite,
utilizando solucdo Dornic (solugdo de hidréxido de sodio na concentracdo de
0,111N) como titulante, na presenca do indicador fenolftaleina (solucdo se
fenolftaleina na concentracédo de 1 %). O resultado foi expresso em porcentagem
de &cido latico (AOAC, 2005).

O pH foi medido em pHmetro digital de bancada ION LAB® (modelo: pH
B500), segundo metodologia indicada pela AOAC (2005).

4.6.1.2 Composicao centesimal do leite e queijo Minas Frescal

Para determinacdo da composicdo centesimal do leite utilizado no
processamento dos queijos foram realizadas as analises de: extrato seco total,
teor de gordura, proteina, cinzas e carboidratos.

A andlise de extrato seco total do leite e umidade do queijo Minas Frescal
foram determinadas com a secagem em estufa a 105 °C (x 2 °C) até massa
constante. Para a analise do leite, foram utilizados 5 mL da amostra misturado a
10 gramas de areia purificada, e para a analise do queijo, foram utilizados 5 g da
amostra (AOAC, 2005).

O teor de gordura do leite e dos queijos foi determinado pelo Método de
Gerber, o qual se baseia na digestédo total dos componentes organicos, exceto a
gordura, por meio da adi¢do de acido sulfurico, alcool isoamilico; utilizando para o
leite butirdmetro de leite e para o queijo butirbmetro de queijo, com sua posterior
centrifugacéo. A leitura da camada amarelo-clara, obtida apés a centrifugacéo, foi
feita dentro da escala graduada dos butirbmetros que corresponde a porcentagem
de gordura da amostra (AOAC, 2005).
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O teor de proteina foi determinado segundo o teor de nitrogénio total da
amostra, obtido pelo método de Kjeldahl, que se baseia na digestdo com acido
sulfurico do nitrogénio da amostra, transformando-se em sulfato de amonio, o qual
segue para a etapa de destilacdo com liberacdo da aménia. A amoénia liberada &
fixada em uma solucédo acida e, posteriormente, titulada. O valor total de proteina
na amostra de leite € determinado pela multiplicacdo da porcentagem de
nitrogénio total pelo fator de correcdo 6,38 (AOAC, 2005).

O teor de cinzas obtido por incineracao foi determinado com a transferéncia
de 5g (massa exato) da amostra para um cadinho, previamente aquecido a 550
°C (x10 °C). Em seguida, o cadinho com a amostra seca foi carbonizado em
chapa aquecedora e incinerado em mufla a 550 °C (10 °C), até que o material se
tornou branco ou cinza claro. O material foi colocado em dessecador por cerca de
20-30 minutos para esfriar e pesado novamente (AOAC, 2005).

A quantificagdo do teor de carboidratos do leite foi realizada por diferenca
de acordo com a seguinte equacao: Carboidrato (%) = % Extrato Seco Total — (%
Gordura + % Proteina + % Cinzas) (AOAC, 2005).

4.6.1.3 Cor

Foram realizadas medidas de cor nos queijos segundo mesmo método
descrito no item 4.4.6. Cada amostra de queijo Minas Frescal controle (CO) e
adicionado de 6leo essencial de pimenta rosa (OEPR) foi devidamente colocada
em placa de acrilico e levada a porta de reflectancia do colorimetro para leitura.
As leituras foram realizadas em duplicata para cada processamento. Foram

calculadas as médias e desvios padrdo de cada parametro avaliado.

4.6.1.4 Perfil de textura instrumental (TPA)

O perfil de textura instrumental dos queijos CO e OEPR foi determinado
com auxilio do Analisador de Textura Brookfield® (Modelo CT3), segundo
adaptacdo do método descrito por Maruyama et al., 2006. As analises foram
realizadas em duplicata no terceiro dia de fabricacdo. Foi realizado teste de dupla
compresséo, utilizando probe cilindrico de acrilico com 25 mm de diametro,
realizando compresséo de 80% da altura inicial. A velocidade empregada no teste
e no pré-teste foi de 2 mm.s™ e no pés teste de 10 mm.s™. Os queijos estavam
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armazenados sob refrigeracdo até o momento da analise. Foram retirados
pedacos com as seguintes dimensfes: altura de 3,5 cm; comprimento 2,0 cm e
largura 1,0 cm.

As amostras foram analisadas a temperatura ambiente (25 °C) e os
parametros de textura determinados foram: dureza, coesividade, gomosidade e
elasticidade. A coleta dos dados e a construcdo das curvas de perfil de textura

foram realizadas com auxilio do software Texture Pro CT V 1.4 Build 17.

4.6.2 Analises microbioldgicas dos queijos

Foi inoculado S. aureus nos queijos objetivando verificar o efeito do 6leo
essencial em inibir o seu desenvolvimento. As cepas utilizadas foram cultivadas
em caldo infusdo de cérebro e coracao (BHI) e incubadas em B.O.D. a 37 °C. Os
estoques foram iniciados a partir das culturas do Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) em caldo BHI e estriadas em agar padréao para contagem (PCA).

As células foram coletadas por centrifugacdo a 3000 g por 15 minutos,
lavadas em solucdo salina peptonada 0,1% e ressuspensas em soro de leite
drenado durante a producdo do queijo. Foi feita uma série de diluicbes seriadas
em soro de leite e as bactérias foram adicionadas a massa do queijo (contagem
inicial 1x10° UFC.g?). A massa foi homogeneizada manualmente por 2 minutos e
enformada. Os queijos com aproximadamente 100 g foram para incubadora
B.O.D. a 4 °C, em embalagens plasticas esterilizadas. Paralelamente, foi
realizado tratamento controle, sem adicéo de 6leo essencial.

Para a contagem de S. aureus, coliformes e fungos filamentosos e
leveduras nos queijos controle (CO) e adicionado de 6leo essencial de pimenta
rosa microencapsulado (OEPR) foram coletadas amostras de 11g de cada queijo
devidamente homogeneizados em 99 mL de solugdo salina peptonada 0,1%.
Estas amostras foram devidamente diluidas e plaqueadas.

Foi utilizado Petrifilm especifico para contagem de S. aureus (placa 3M™
Petriflm™ para Contagem Rapida de Staphylococcus 6490), Escherichia coli,
(placa 3M™ Petrifilm™ para contagem de E. coli/coliformes 6404) e coliformes
totais (placa 3M™ Petriflm™ para contagem de coliformes 6416). Para a
contagem de fungos e leveduras foi utilizado o meio de cultura agar batata glicose
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2%, acidificado até pH proximo a 3,5. A incubacéo foi de 25 + 1 °C por 7 dias.
Para acidificacdo foi utilizado &cido tartarico 10%.

A contagem de coliformes totais, Escherichia coli e fungos e leveduras
ocorreu no tempo 0. A contagem de S. aureus ocorreu nos tempos 0, 3, 6, 9, 12,

15 e 30 dias. Os resultados foram expressos em UFC.g™* de queijo.

4.6.3 Analises sensoriais
4.6.3.1. Teste de ordenacéao-preferéncia

O teste de ordenacédo foi realizado para verificar a formulacdo mais
preferida pelos julgadores, a fim de definir a concentracdo de 6leo essencial de
pimenta rosa do queijo Minas Frescal. Foi realizado segundo método descrito por
Carneiro e Minim (2010), no Laboratério de Analise Sensorial do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo, em cabines
individuais a temperatura ambiente.

Para o teste de ordenacédo-preferéncia, participaram 73 julgadores nao
treinados. Foi apresentada aos julgadores, uma bandeja com uma série de 4
amostras codificadas com numeros aleatérios de trés digitos, de maneira
casualizada e balanceada juntamente com uma ficha de avaliagdo conforme
Figura 5. Estas amostras tiveram as seguintes concentracdes de 6leo essencial:
0,005; 0,010; 0,015 e 0,020%, denominadas FA, FB, FC e FD, respectivamente.
As amostras foram servidas em cubos de aproximadamente 2 cm de aresta e
colocados em pratos descartaveis. Foi solicitado aos julgadores que analisassem
sensorialmente as amostras e as ordenassem de acordo com a sua preferéncia,
marcando sua resposta na ficha de avaliacdo. A amostra mais preferida deveria

receber o nimero 1; 2 para a segunda mais preferida, e assim sucessivamente.
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NOME: DATA: / /

SEXO:( )F ( )M

Por favor, prove as amostras codificadas da esquerda para a direita. Ordene-
as de acordo com a sua preferéncia, colocando o numero 1 para a preferida, o
numero 2 para a segunda preferida etc., em frente ao codigo da amostra. Apos
experimentar cada amostra coma um pedaco de biscoito e enxague a boca
com agua. Espere trinta segundos entre cada avaliacéo.

CODIGO ORDEM DE
PREFERENCIA

Comentarios:

Figura 5: Ficha para o teste de ordenacao-preferéncia (adaptacéo Minim, 2010)

4.6.3.2. TESTE DE ACEITACAO

Os queijos produzidos foram submetidos a testes de aceitacdo sensorial.
Participaram 69 julgadores ndo treinados que avaliaram o0s seguintes atributos:
aparéncia, sabor, textura e impressao global.

Os testes de aceitacao foram realizados segundo metodologia descrita por
Reis e Minim (2010) no Laboratério de Andlise Sensorial da Universidade Federal
do Espirito Santo, em cabines individuais a temperatura ambiente.

As amostras foram servidas individualmente, em cubos de
aproximadamente 2 cm de aresta em pratos descartaveis e codificadas com 3
digitos, sendo servidas as duas amostras de forma aleatéria e balanceada entre
0s consumidores. Junto com cada amostra foi apresentada uma ficha de
avaliacdo conforme Figura 06.

A aceitacdo do queijo foi avaliada por meio de escala heddnica de nove (9)
pontos sendo a menor nota 1 (desgostei extremamente), e a maior nota 9 (gostei

extremamente).
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ESTUDO SOBRE O PRODUTO

Wocé ird receber amostras de queijo Minas Frescal, por favor, prove as amostras e preencha a ficha

abaixo.
Amostra: 115
¢ Por favor, marque na escala abaixo « Por favor, prove-a (o) e marque na
gquanto 4 APARENCIA da mesma. escala abaixo o quanto VOCE
GOSTOU do produto,
[ ) Gostei extremamente
([ )Gostei muito { ) Gostei extremamente
[ ) Gostei moderadamente { ) Gostei muito
() Gosteiligeiramente { ) Gostei moderadamente
[ }indiferente { ) Gostei ligeiramente
[ ) Desgostei ligeiramente { )indiferente
{ ) Desgostei moderadamente { ] Desgostei ligeiramente
([ )Desgostei muito { ) Desgostei moderadamente
[ ) Desgostei extremamente { ) Desgostei muito
{ ) Desgostei extremamente

¢ Por favor, marque na escala abaixo o
quanto vocé gostou do SABOR do

.. ¢ O que vocé mais gostou neste
queijo.

produto?

)} Gostei extremamente

Gostei muito . .
) *« () que vocé mais desgoston neste

produto?

) Gostei moderadamente
) Gostei ligeiramente

(

(

(

[

() Indiferente
E e e *  Vocé compraria este produto?
(

(

) Desgostei moderadamente { ) Certamente compraria

) Desgostei muito { ) provavelmente compraria

) Desgostei extremamente { ) Tenho dividas se compraria

. { ) Provavelmente ndo compraria
¢ Por favor, marque na escala abaixo - .
I i = { )Certamente ndo compraria
quanto & TEXTURA do queijo.

. ) Gostei extrermamente
. ) Gostei muito «  Comentarios:

) Gostei moderadamente

!

!

!

[ ) Gostei ligeiramente
« | )Indiferente

!

!

i

(

)} Desgostei ligeiramente

)} Desgostei moderadamente
)} Desgostei muito

)} Desgostei extremamente

Figura 6: Modelo de Ficha de avaliacdo utilizada no teste de aceitagcdo sensorial
(adaptacdo de Minim, 2010)

Juntamente com a aceitacdo sensorial, foi solicitado aos julgadores que
verificassem a intencdo de compra do produto. Foi utilizada escala hedbnica de
cinco (5) pontos, sendo a menor nota 1 (certamente ndo compraria) e a maior

nota 5 (certamente compraria).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extrac&o do 6leo essencial de pimenta rosa

Na Tabela 2, estdo apresentados dados médios de extracdo do oOleo
essencial de pimenta rosa. Todas as extracdes foram feitas por um periodo de
trés horas. A partir dos dados de extracdo calculou-se a densidade do 6leo. O
rendimento foi calculado comparando a quantidade de Gleo essencial de pimenta

rosa extraido da massa de pimenta rosa moida.

Tabela 2: Dados médios de extragdo de 6leo essencial de pimenta rosa.

. ] ] Massa do . _
Pimenta moida  Volume 6leo " Densidade Rendimento
6leo
(9) (cm?) g/em? %
(9)

466,67 £ 19,66 19,93 +2,47 17,21+ 1,91 0,87 + 0,05 4,08 + 0,39%

Clemente (2006), ao extrair 6leo essencial de frutos maduros de pimenta
rosa, obteve 4,65% de rendimento em relacdo a matéria seca, valor muito
préximo ao encontrado no presente estudo. Ja nos estudos realizados por Bertoldi
(2006) foram encontrados valores médios em torno de 7%. Com isso, pode-se
concluir que a composi¢ao da pimenta rosa varia, influenciando no rendimento da
extracdo do seu 6leo. Além disso, 0 método de extracdo também pode afetar o

seu rendimento.

5.2 Caracterizacdo do 6leo essencial de pimenta rosa

5.2.1 Composicao quimica

De todo o d6leo essencial extraido, devidamente homogeneizado, foi
retirada uma amostra para determinagdo de sua composi¢cao quimica. Na Tabela
3 estdo apresentados os dados de composicdo quimica do Oleo essencial de
pimenta rosa.

Foram determinados os componentes majoritarios do 6leo essencial, com
identificacdo de 95,36 % dos constituintes (Tabela 3). Podemos verificar que o &-

careno, um monoterpeno, foi encontrado em maior concentracédo. Este composto
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se caracteriza pelo sabor doce, pungente, encontrado no Oleo essencial
(BERTOLDI, 2006).

Tabela 3: Composicéo do 6leo essencial de pimenta rosa

Componente tR % (area)
d-careno 3 12,578 42,49
d-limoneno 13,433 15,37
B-felandreno 12,257 14,68
a-pireno 9,049 10,29
B —mirceno 11,737 5,70
acetato de benzila 13,223 1,64
Cariofileno 31,854 1,39
d-cardineno 36,331 1,29
a-terpinoleno 16,326 1,17
Naftaleno 34,353 0,80
B-pireno 10,902 0,55
Total 95,36

tR: Tempo de retencao

A composicdo quimica do O6leo essencial depende diretamente da
composicdo dos frutos utilizados para extracdo do Oleo. Lloyd et al. (1977)
caracterizaram os terpenos dos frutos da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi),
concluindo que os componentes majoritarios sdo: a-pireno, B-pinene, sabinene,
careno, felandreno, limoneno, cymeno e torpinoleno. Pode-se verificar que estes
componentes também foram encontrados no presente estudo. A concentracdo de
cada componente pode variar de acordo com a regido, época do ano, horario de
coleta dos frutos entre outros fatores.

Clemente (2006), ao avaliar ao caracterizar frutos e 0leo essencial de

pimenta rosa, verificou que a composi¢cao varia de acordo com o estado de
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maturacdo dos frutos, sendo bastante diferente entre frutos verdes e maduros.
Portanto este é outro fator a ser considerado na determinacdo da composicao dos
Oleos essenciais. Ao determinar a composicéo do 6leo essencial de pimenta rosa
Pawlowski et al. (2012) também encontraram resultados bastante similar aos
encontrados neste trabalho. Portanto as caracteristicas do Oleo essencial
encontrado neste estudo estdo relacionadas com os frutos utlizados neste
experimento, seu estagio de maturacado, época de colheita dos frutos e tempo de
secagem.

A atividade antimicrobiana e antioxidante do 6leo essencial depende da
sua composicdo. Ao analisar a atividade antioxidante do 6leo essencial de
pimenta (Piper nigrum), Baghe et al. (2014) constataram que 0s componentes
como [-cariofileno, limoneno, sabinene, B-pinene, 3-careno, a-pireno estao
relacionados com o potencial antioxidante deste 6leo. A presenca destes
componentes no Oleo extraido no presente estudo justifica a avaliacdo de sua

capacidade antioxidante.

5.2.2 Atividade antioxidante

Para a determinacéo da atividade antioxidante, foi utilizada diluicdo de 0,5
mL do 6leo essencial de pimenta rosa em 10 mL alcool etilico absoluto, e a leitura
foi realizada em duplicata. Na Tabela 4 sdo apresentados os valores médios de
pMmols de trolox por mL de 6leo essencial das trés repeticbes, assim como o

desvio padréo.

Tabela 4: Valores médios e respectivos desvio padrdao da atividade antioxidante

do Oleo essencial de pimenta rosa.

Atividade antioxidante do Oleo essencial de pimenta rosa

(média e desvio padrao)

(umols de trolox por mL - mM trolox) 2,53+0,28

mg/L 991,09 + 232,87
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O trolox € um analogo da vitamina E que age como doador de elétrons aos
radicais livres, bloqueando assim a reacdo de oxidacdo. Portanto € um composto
que vem sendo usado na determinacao de caracteristicas antioxidantes “in vitro”.

Ao analisar os resultados, pode-se observar que o Oleo essencial de
pimenta rosa apresentou atividade antioxidante nas trés repeticdes realizadas.

I1{H

Portanto o 6leo essencial de pimenta rosa apresenta atividade antioxidante “in
vitro”.

Existem estudos que avaliam a atividade antioxidante de 6leo essencial
determinada pelo método ABTS, utilizando acido ascorbico (vitamina C) como
referéncia. Bendaoud et al. (2010), pesquisando a atividade antioxidante do 6leo
essencial de pimenta rosa, encontraram 24,1 + 0,8 mg/L. A atividade antioxidante
do 6leo essencial de pimenta rosa encontrado no presente estudo é bem superior
a este valor, porém os padrfes utilizados ndo foram os mesmos. A escolha do
padrdo é muito importante para a representatividade dos resultados (BERTOLDI,
2006). Basile et al. (2006), ao avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial
extraido de flores de Sideritis italica, encontraram 1,98 + 0,01 mg/mL, valor
superior ao encontrado no presente estudo (0,99 £ 0,23 mg/mL).

Novos estudos se fazem necessérios para avaliar este potencial no
alimento. Verificando sua real capacidade de bloquear as rea¢gfes de oxidacéo de

lipidios, inibindo a formacao de peroxidos e radicais livres.

5.2.3 Atividade antimicrobiana

Na Tabela 5 estdo apresentados o valor médio e desvio padréao referentes
ao halo de inibicdo para o teste de difusdo em agar para S. aureus medido em
centimetros. A agua destilada foi utilizada como controle positivo e nao
apresentou halos de inibicdo para o S. aureus. Como controle negativo foi
utilizado uma mistura de antibiéticos (sulfato de neomicina, sulfato de paromicina,

acido nalidixico).
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Tabela 5: Valores médios e desvio padrdo (+) do halo de inibicdo (cm) do dGleo

essencial de pimenta rosa e antibioticos para S. aureus.

Antimicrobiano Halo de inibicdo (cm)*
S. aureus
Oleo essencial de
pimenta rosa 1,33 +0,322° Teste t
Antibidticos? 2,18 + 0,157b P =0,02*

! média das repeticdes + desvio padrao.
2 Antibiéticos (sulfato de neomicina, sulfato de paromicina, acido nalidixico).
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si (p=20,05); * significativo

De acordo com a Tabela 5, os dois tratamentos apresentarem diferenca
significativa entre os halos formados pelos antibiéticos e o 6leo essencial de
pimenta rosa (OE), segundo teste t ao nivel de 95% de probabilidade (p<0,05), no
teste de difusdo em agar. Tanto o 6leo essencial de pimenta rosa quanto os
antibioticos (sulfato de neomicina, sulfato de paromicina, acido nalidixico,
utiizados como controle positivo) apresentaram efeito inibitério no
desenvolvimento de S. aureus.

O oleo essencial e os metabolitos secundarios de plantas tém se mostrado
uma alternativa viavel a substituicdo ao uso de antibiéticos devido ao seu
potencial antimicrobiano. O uso de antibiéticos ndo € permitido em alimentos
devido a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia bacteriana cruzada em
humanos, selecdo de microrganismos resistentes, e devido a exigéncia pelos
consumidores e 6rgdos de fiscalizacdo de produtos isentos de residuos de
antibioticos (TRAESEL et al., 2011).

Santos et al. (2007), ao estudar atividade antimicrobiana do extrato obtido
de casca de pimenta rosa, verificaram o0s resultados por meio dos halos de
inibicdo formados, em relagdo ao didmetro apresentado pela zona de inibicao
classificaram como: < 0,9 cm, inativo; 0,9 — 1,2 cm parcialmente ativo; 1,3 — 1,8
cm ativo e >1,8 cm muito ativo. De acordo com a classificacdo de Santos (2007) a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de pimenta rosa para S. aureus seria
ativo e a mistura de antibioticos testados seria muito ativo.

No presente estudo, os resultados obtidos da analise da concentragédo

inibitéria minima (CIM) mostraram que em todas as concentracdes do Oleo
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Absorbancia 600 nm

essencial de pimenta rosa houve algum efeito inibitério para S. aureus, no
entanto, apés algumas horas de incubagdo ocorreram perdas desse efeito em
algumas concentracfes. A maior concentracdo testada foi de 50% de Oleo
essencial e a menor 0,39%.

A curva de crescimento para S. aureus em diferentes concentracdes de

Oleo essencial de pimenta rosa esta apresentada na Figura 7.

Crescimento de S. aureus com déleo essencial de
pimenta rosa

0,4
—8—50,00%
0,3 25,00%
12,50%
6,25%
0.2 —e—3,13%
—0—1,56%
01 —8—0,78%
——0,39%

0,00%

o 05 1 15 2 3 - 5 6 7 8 9 10 llTempO (horas)

Figura 7: Crescimento de S. aureus diferentes concentragdes (50%, 25%, 12,5%,
6,25%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39% e 0%) de 6leo essencial de pimenta rosa
apos 11 horas de incubagao.

Pelo controle, pode-se observar que o tempo de lag € de aproximadamente
2 horas. Apés a fase de adaptacdo, nas concentracdes abaixo de 3,13% pode-se
notar que houve desenvolvimento microbiano semelhante ao controle. Assim a
CIM do ¢6leo essencial de pimenta rosa para S. aureus foi de 3,13% (v/v).

Ao avaliar o efeito de Oleo essencial de salvia (Salvia officinalis) contra
duas cepas de S. aureus, Pesavento et al. (2015) encontraram a CIM de 3,125%,
0 mesmo valor encontrado no presente estudo.

Ao estudar o perfil de sensibilidade de bactérias frente a 6leos essenciais
de algumas plantas do nordeste do Brasil, Bertini et al. (2005) obtiveram maior
sensibilidade de S. aureus, bactéria gram positiva, em comparacdo a

sensibilidade de E. coli, gram negativa, para todos os 6leos essenciais testados.
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Este resultado se deve ao fato das bactérias gram negativas possuirem parede
celular composta por peptidioglicano, lipoproteinas, membrana externa e
lipopolissacaridios. A presenca desta membrana externa dificulta o acesso de

antimicrobianos ao citoplasma da célula tornando-os menos efetivos (JAY, 2005).

5.3 Microencapsulacéo do 6leo essencial de pimenta rosa
5.3.1 Caracterizacéo fisico-quimica e morfolégica das microcapsulas de 6leo

essencial de pimentarosa

Estdo apresentadas na Tabela 6 as médias e respectivos desvios padrao
da caracterizacdo das trés formulacbes de Oleo essencial de pimenta rosa

microencapsulado.

Tabela 6: Caracterizacdo fisico-quimica das 3 formula¢des de microcapsulas de

6leo essencial de Pimenta Rosa

Formulacao Aw Umidade Higroscopicidade
Fol 0,47 +0,03° 7,64 £1,15% 6,04 +1,73%
Fo2 0,48 + 0,04 9,40 +1,77° 5,22 +1,26%
Fo3 0,47 £ 0,082 6,57 +1,12° 5,20 + 2,66

Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna néo diferem entre si segundo
Tukey (p = 0,05).

Fol: 10% de goma arabica e 10% de maltodextrina

Fo2: 10% de maltodextrina e 10% de amido modificado

Fo3: 5% de goma arabica, 10% de maltodextrina e 5% de amido modificado.

Conforme Tabela 6, as trés formulacbes testadas ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo a atividade de agua. Para a umidade, de acordo
com a Tabela 6, houve diferenca significativa entre as formulacées Fo2 e Fo3.

Costa (2013), ao avaliar a influéncia de diversos fatores nas caracteristicas
de microcapsulas de bioaroma de queijo suico, conclui-se que o teor de amido
modificado € um dos fatores que mais afetam a umidade de microcapsulas
formadas por secagem em spray dryer, 0 que pode também ser constatado no

presente estudo.
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Pode ser observado pela Tabela 6 que as trés formulagdes né&o
apresentaram diferenca significativa em relacdo a higroscopicidade. A
higroscopicidade € uma das mais importantes caracteristicas a serem observadas
nas microcapsulas, pois esta relacionada a solubilizacdo das microcapsulas e a
formacao de “cake” (FERNANDES et al. 2014). Sdo chamadas de “cake” as
pedras formadas em produtos desidratados pela absorcdo de &gua. Estas
formacdes irdo aumentar a umidade do produto deixando o produto em condi¢cdes
favoraveis para o desenvolvimento de microrganismos e dificultando a
solubilizacdo do material encapsulado no produto final (WALSTRA, 2006; FOX,
1988).

5.3.2 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das microcapsulas foi observada através da microscopia
eletrbnica de varredura. Foram feitas algumas medidas a fim de se obter o
tamanho médio das particulas. As médias e seus respectivos desvios padrao
estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Diametro médio (um) das particulas das 3 formulacbes de
microcépsulas de 6leo essencial de pimenta rosa

Fol (um) Fo2 (um) Fo3 (um)

Diametro 4,08 + 1,64% 6,23 + 3,39° 4,45 + 1,98%

* Médias seguidas pela mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si,
segundo Tukey (p = 0,05).

Segundo Castro-Cislagh et al. (2012) o diametro das microcapsulas obtido
na secagem por spray dryer pode variar até 100 um. Valores maiores que este,
podem afetar a textura do alimento que elas sdo adicionadas. Todas as
microcapsulas do presente estudo apresentaram valores menores que 100 um. A
formulagdo 02 (Fo2) apresentou os maiores valores médios de diametro das

particulas.

A seguir, sdo discutidos os resultados das analises de microscopia
eletrbnica de varredura e de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) de cada

uma das trés formulacgdes.
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Na Figura 8, pode-se observar as imagens da formulacdo 01 (Fol). Para
determinacdo dos valores médios de diametro das particulas da formulacdo 01,
apresentados na Tabela 7, foram utilizadas 23 medidas e foi utilizado o software

Image J.
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Figura 8: Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da formulacéo
01 (Fol), aumento 1000, 2000, 8000 e 20000 vezes.

As imagens apresentadas na Figura 8 das microcapsulas obtidas da
Formulagdo 01 apresentaram formas esféricas com concavidades. Estas
concavidades sao tipicas de produtos atomizados. A temperatura de secagem é
um dos fatores que vem sendo associado a estas formacdes. A presenca destas
concavidades na superficie séo as principais responsaveis pelas propriedades de
ruptura mecanica e difusdo do soluto (CASTRO-CISLAGH et al., 2012).

Existem diversas maneiras de se caracterizar materiais, entre elas a
caracterizacado quimica por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) realizada
juntamente com a microscopia eletrénica de varredura. Conforme observado na

Figura 9 o espectro obtido apresentou basicamente os elementos carbono e
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oxigénio. A sensibilidade do aparelho n&o permite a deteccdo de elementos
quimicos de numero atdmico inferior a 11 e concentragdes inferiores a 1000 ppm.
Por se tratar de uma amostra organica, este resultado é bastante coerente, nao
mostrando nenhum tipo de contaminacdo nas amostras. Foi possivel somente a
andlise qualitativa das formulacbes, para andlises quantitativas seriam

necessarios padrées com concentracdes conhecidas dos elementos a serem
quantificados.

Counts[x1.E+3]

0.00 2.00 4.00 .00 8.00 10.00 12.00 14.00

Figura 9: Espectro de Energia Dispersiva (EDS) obtido da formulacao 01

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura da Formulacdo 02
estdo apresentadas na Figura 10. Para determinacdo dos valores médios de
didmetro das particulas da formulacdo 02, apresentados na Tabela 7, foram
utilizadas 18 medidas e o mesmo software (Image J).

45



SEl 20kV AWD10mm f ,000 L 10pm)  S—— SEI 20kv _WD10mm
J ’ - & s

o
~

' 4 / -
SEI 20KV, WD10mm ) [l sE 20k wotomm xB,000  2um ([ e

Figura 10: Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da formulacéo
02 (aumento 1000, 2000 e 8000 vezes).

Pode-se observar pelas imagens apresentadas na Figura 10, a morfologia
das microcapsulas obtidas na formulagdo 02 (Fo2). Estas microcdpsulas também
apresentaram conformacfes esféricas e concavidades caracteristicas da
secagem utilizada. Na Figura 11 esta representado o espectro de energia

dispersiva da formulacdo 02 (Fo2).
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Figura 11: Espectro de energia dispersiva (EDS) obtido da formulagao 02.
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Conforme observado na Figura 11 o espectro obtido apresentou
basicamente os elementos carbono e oxigénio, o que era esperado por se tratar
de amostras organicas.

Na Figura 12 estdo as imagens de microscopia eletrbnica de varredura da
formulagdo 03 (Fo3). Para determinacdo dos valores médios de didmetro das
particulas da formulagéo 03 da Tabela 7 foram utilizadas 35 medidas e o software

Image J.
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Py 7 um
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Figura 12: Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da formulacao
03 (aumento 1000, 2000 e 8000 vezes).

Pode-se observar que as microcapsulas obtidas na formulacdo 03
apresentaram as mesmas caracteristicas das outras formulacdes, Fol e Fo2:
conformacao esférica e concavidades.

Na Figura 12 estd apresentado o espectro de energia dispersiva da

formulagéo 03 (Fo3).
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Figura 13: Espectro de energia dispersiva (EDS) obtido da formulacdo 03

Conforme observado na Figura 13, o0 espectro obtido apresentou
basicamente os elementos carbono e oxigénio, assim como para as formulagdes

01 e 02. Este resultado era esperado por se tratar de amostras organicas.

5.3.3 Difracéo de raios x

A difracdo de raios x € uma técnica utilizada para avaliar a caracteristica
amorfa ou cristalina de p6s. Pode-se dizer que cristais sao arranjos atbmicos ou
moleculares cuja estrutura se repete numa forma periddica tridimensional. O
padrdo de difracdo € Unico para cada tipo de cristal, permitindo com isto a
caracterizacdo de materiais pela sua composicdo (BLEICHER; SASAKI, 2010;
CAPARINO, 2012; PINTO, 2012; ROCHA, 2008).

Os granulos de amido e a maltodextrina estdo organizados em regifes
cristalinas e amorfas, sendo a transicdo entre elas gradual. A regido cristalina é
constituida pelas cadeias laterais da amilopectina, enquanto os pontos de
ramificacdo e amilose sao o0s principais componentes das regides amorfas.
(CAPARINO, 2012; PINTO, 2012; ROCHA, 2008).

Desse modo, a cristalinidade dos granulos, determinada por difractometria
de raios x, € descrita em funcéo das duplas hélices formadas pelas ramificacbes
da amilopectina. As areas cristalinas do amido mantém a estrutura do granulo, e
controlam o seu comportamento na agua. Esta estrutura cristalina depende do
tipo e grau de associagdo intermolecular existente entre os componentes do
amido (ROCHA, 2008).
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Na Figura 14, sdo apresentados os difratogramas das formula¢des Fol,
Fo2 e Fo3.
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Figura 14: Difratograma das formulacdes 01 (Fol), 02 (Fo2) e 03 (Fo3).

O perfil da Fol apresentou conformacdo completamente amorfa, sem a
presenca de cristalizacdo ou picos de difracdo. O perfil da Fo3 apresentou um
afinamento na regido entre os angulos de 15 graus a 24 graus, sendo muito mais
visivel na regido em torno de 20 graus, possivelmente uma regido dos picos
cristalograficos do amido. A Fol e Fo3 obtiveram difratogramas bastante
parecidos, no entanto, a largura e meia altura da curva da Fo3 sdo menores, mais
estreitas. Isso € devido a presenca do amido. O perfil FO2 apresentou picos de
difracdo com picos em 15,3; 17,1; 18,2; e 23,5 graus. Estes picos sao
caracteristicos do amido, referentes ao amido classificado como tipo A.

A formacdo de cristais, consequentemente a reorganizacdo polimérfica
para mais organizado, portanto energeticamente favoravel (menor energia livre de
Gibs), é considerada um problema para a encapsulacdo de material ativo. Este
fato pode ser explicado pela expulsdo de material ativo das microcapsulas devido

a diferenca de polaridade (nucleo polar e material de parede apolar (GAMBOA,
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GONGCALVES; GROSSO, 2011). Com isso, pode-se concluir que a formulacdo
(Fol), que ndo apresentou formacao de picos, € mais eficiente na protecédo do
material ativo.

A goma arabica e a maltodextrina presentes nas formulacdes Fol e Fo3
ndo contribuiram com picos de difracdo. A goma ardbica por ter caracteristicas
amorfas. A maltodextrina, apesar de apresentar regides amorfas e cristalinas, nao
formou picos de difracédo. Este fato deve-se ao tipo de equipamento utilizado para
secagem (spray dryer). Neste tipo de secagem, a amostra € seca
instantaneamente, portanto o tempo é insuficiente para formacéo dos picos.

Este mesmo resultado também foi encontrado por Pinto (2012), que
constatou que a maltodextrina ndo apresentou picos de cristalinidade,
apresentando difratograma de material completamente amorfo. Os picos
encontrados sédo decorrentes da presenca de amido nas formulacdes, o0 que
confirma os resultados deste estudo. Raja et al. (1988) avaliaram varios tipos de
maltodextrina, com varios graus de dextrose equivalente e constataram

comportamento amorfo em todos.

5.3.4 Cor

Foram calculadas as médias e respectivos desvios padrao dos parametros
de cor que estdo apresentados na Tabela 8. A goma arabica foi o componente
que mais contribuiu para as alteracbes de cor entre as trés formulagbes de
microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa. Este componente esta presente

em 10 % na formulacédo 1 e 5 % na formulagéo 3.

Tabela 8: Parametros de cor das trés formula¢cdes de microcapsulas

Parametro Fol Fo2 Fo3
L 90,26 + 0,922 96,82 + 0,29° 91,44 +2,81°
A 0,44 + 0,132 -0,16 + 0,15° 0,25 + 0,392
B 5,21 + 0,462 2,12 +0,30° 4,56 + 0,97°
C 5,23 + 0,452 2,13 +0,31° 4,57 + 0,97°
H 85,09 + 1,522 91,71+1,58° 86,82 + 2,48%

*Médias seguidas pela mesma letra numa linha ndo diferem entre si, segundo
Tukey ; nivel de 95% de probabilidade (p<0,05).
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As formulacbes Fol e Fo3 s6 diferiram no parametro, todos os outros
parametros nao apresentaram diferenca significativa em nivel de 95 % de
probabilidade. A formulagdo Fo2 apresentou “a” negativo, regido do verde,
enguanto as outras duas apresentaram “a” positivo, vermelho.

Um dos objetivos deste trabalho foi selecionar uma das trés formulacdes de
microcdpsulas para ser utilizada na parte final do experimento. A atividade de
agua e a umidade sdo duas caracteristicas importantes para determinacdo da
vida de prateleira dos pos. As formulacdes testadas nado diferiram quanto a
atividade de agua, mas houve diferenca significativa quanto a umidade com a
formulagéo 2 (Fo2) apresentando maiores valores. Portanto, a Fo3 foi escolhida
para ser utilizada para fabricacdo dos queijos Minas Frescal com 6leo essencial
de pimenta rosa microencapsulado, pois se mostrou uma alternativa viavel de
substituicdo parcial da goma arabica (50%) por amido modificado, como papel de
parede. A alta disponibilidade do amido modificado e baixo custo estdo entre as
principais caracteristicas positivas deste material. A goma arébica é considerada
um excelente material de parede, porém seu custo elevado e fornecimento

limitado restringem o seu uso.

5.4 Elaboracgéo e caracterizacdo do queijo Minas Frescal

Primeiramente foram elaboradas as quatro formulacées de queijo Minas
Frescal com diferentes concentracbes de 6leo essencial de pimenta rosa
microencapsulado (0,005; 0,010; 0,015 e 0,020%) para o teste de ordenacao-
preferéncia. Foram realizados testes preliminares que demonstraram a
impossibilidade de utilizacdo da CIM (3,13%). O 6leo essencial de pimenta rosa
contém o0s compostos aromaticos caracteristicos da planta, portanto
concentracbes proximas a CIM apresentaram sabor extremamente acentuado.
Deste modo, optou-se por utilizar concentracbes menores e avaliar o efeito da
concentracéo escolhida no teste de ordenacao-preferéncia.

Os resultados obtidos no teste de ordenacéo preferéncia foram tabulados e
a soma de ordem para cada formulagéo foi calculada e comparada com o valor de
diferenca minima significativa (dms) conforme estabelecido no método de
Friedman a 5% de probabilidade.
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Tabela 9: Soma de ordens para as formulagdes A, B, C e D de queijo Minas
Frescal adicionado 0,005; 0,010; 0,015 e 0,020%, de 6leo essencial de pimenta
rosa respectivamente e a diferenca entre elas.

FA FB FC FD

Soma de ordens 1582 1662 221° 185"

* notas seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si quanto a
preferéncia segundo Friedman, a 5% de probabilidade (p<0,05).

Os valores de diferenca de soma de ordens estdo na Tabela 17, a dms
(40,6) disponivel na interpolacdo da Tabela 01 do anexo foi utilizada para este
experimento. Diferencas entre somas de ordem iguais ou superiores a dms,
mostraram preferéncia significativa (p<0,05) entre as amostras.

As formulacbes FA, FB e FD com concentracdo de 6leo essencial de 0,005
e 0,010 e 0,020%, respectivamente, ndo apresentaram diferencas significativas.
Optou-se por utilizar no restante do experimento a formulacdo FB, uma das
formulagcbes preferidas no teste de ordenacao-preferéncia, porém com maior
concentracdo de 6leo essencial de pimenta rosa que a formulacdo FA; com o
objetivo de avaliar a capacidade desta concentracdo de 6leo essencial, tanto no
controle do desenvolvimento de microrganismos como na atividade antioxidante.

Foram coletadas amostras do leite dos trés processamentos de queijo
Minas Frescal para as andlises fisico-quimicas, os resultados destas analises
foram tabulados e os resultados sdo apresentados nos préximos itens.

Da mesma maneira foram coletadas amostras dos queijos controle (CO) e
com oOleo essencial de pimenta rosa microencapsulado (OEPR) de cada

processamento para sua caracterizagéo.

5.4.1 Acideztitulavel e pH

Foram determinadas a acidez titulavel e o pH do leite utilizado nos trés

processamentos de queijo. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 9.
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Tabela 10: Médias e desvios padrao de acidez titulavel e pH do leite utilizado nos
trés processamentos do experimento.

Parametro
Leite
Acidez titulavel
(g de A&cido latico/100 mL de leite) 0,15+0,01
pH 6,89 + 0,17

Segundo a Instru¢do Normativa 62 de dezembro de 2011 do Ministério da
Agricultura e Pecuéria (MAPA), que estabelece padrdes de identidade e qualidade
para leite, o leite cru refrigerado deve estar com acidez titulavel entre 0,14 e 0,18
g de acido latico por 100 mL de leite. O leite utilizado para producédo dos queijos
apresentou 0,149 g de &cido latico/100 mL, portanto dentro do limite estabelecido
(BRASIL, 2011).

Os queijos produzidos também foram analisados quanto acidez titulavel e

pH. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 11: Média e desvio padrdo acidez titulavel e pH dos queijos produzidos
nos trés processamentos do experimento

Acidez titulavel

(% de acido latico) pH
Queijo CO 0,96 + 0,142 6,92 + 0,172
Queijo OEPR 0,90 + 0,01? 6,89 + 0,142

* médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si, pelo Teste
t em nivel de 95% de confianga (p = 0,05)

Os queijos produzidos CO e OEPR néo diferiram estatisticamente quanto

aos parametros avaliados.

5.4.2 Composicao centesimal do leite e do queijo Minas Frescal

Na Tabela 12, estdo apresentadas as médias e respectivos desvios padrao

da composicao centesimal do leite utilizado nas trés repeticdes do experimento.
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Tabela 12: Médias e desvios padrao da composi¢do centesimal do leite utilizado
no experimento.

Componente Médias
Proteina 3,41 +0,13
Gordura 3,30+ 0,23
EST 10,73 + 0,87
Cinzas 0,99 +0,01
Carboidratos 3,03+0,91

Segundo a Instrucdo Normativa 62 de dezembro de 2011, do MAPA, o leite
utilizado para fabricacdo dos queijos deve apresentar 0S seguintes teores
minimos; gordura 3%; proteina 2,9 %; extrato seco total 11,4% (BRASIL, 2011).

O leite utilizado neste experimento atendeu as recomendacdes de gordura.
Porém, o valor encontrado para o extrato seco total ficou abaixo dos limites
estabelecidos. Existem vérios fatores que influenciam a composicéo do leite, entre
eles pode-se citar alimentacdo do rebanho, estacdo do ano, raca do animal,
periodo de seca, entre outras coisas (FOX, 1988; WALSTRA, 2006). A época de
coleta das amostras foi um periodo de seca longa, o que pode ter influenciado na
qualidade do leite produzido.

De acordo com artigo 476 do RIISPOA o leite deve apresentar lactose
(carboidratos) minima de 4,3%. As médias obtidas neste trabalho estdo abaixo
deste valor.

Os teores de cinzas ndo possuem limites minimos estabelecidos pela
legislacdo brasileira. Segundo Fox (1988) € o componente do leite que menos
sofre alteracéo de seus valores, variando entre 0,7- 0,9%, o que foi encontrado no
presente estudo.

Os dados meédios da composicdo centesimal dos 3 processamentos de
queijo Minas Frescal, controle sem 6leo essencial (CO) e com 6leo essencial de
pimenta rosa microencapsulado (OEPR), realizados podem ser observados na
Tabela 13.
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Tabela 13: Composi¢do centesimal dos queijos produzidos: médias e desvios
padrao dos 3 processamentos

Componente Queijo Queijo com
Controle OEPR
Proteina 16,81 + 0,76° 17,35+ 0,772
Gordura 16,00 + 0,322 15,91 + 0,492
Umidade 63,83 + 0,56° 63,63 + 3,02°
Cinzas 2,72 +0,212 2,58 +0,13?
Carboidratos 0,64 +1,18% 0,53 +£2,70%

* Médias seguidas pela mesma letra numa linha ndo diferem entre si, segundo
Teste t ao nivel de 5% de probabilidade (p=0,5).

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os dois tratamentos
nos componentes avaliados. Como foi utilizado o mesmo leite para fabricacdo dos
gueijos e todos os processamentos foram iguais, pode-se dizer que a adicao das
microcapsulas nao alterou a composicéo dos queijos.

Segundo Instrugcdo Normativa n® 4 de 01/03/2004 (IN 04), o queijo Minas
Frescal € um produto semi-gordo, de muita alta umidade, a ser consumido fresco.
Em relacdo a umidade, os queijos produzidos neste experimento estavam de
acordo com esta Instru¢cdo Normativa, uma vez que queijos de muita alta umidade
possuem este parametro acima de 55%. No entanto, os queijos produzidos
estavam com a gordura abaixo do estabelecido pela legislagdo, sendo
classificados como magros (BRASIL, 2004).

A Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO, 2012) estabelece
0S seguintes valores percentuais para queijo Minas Frescal: umidade 56,1;
proteina 17,4; lipidios 20,2; carboidratos 3,2 e teor de cinzas 3,0. A umidade nos
qgueijos produzidos foi maior que este valor, portanto todos os parametros
estavam em menores quantidades. A legislagao brasileira ndo fornece valores
minimos para estes parametros.

Zarbeli et al. (2004), ao avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a
composicdo centesimal de queijo Minas frescal (controle e com reducédo de
gordura), encontraram 0s seguintes valores médios para o queijo Minas Frescal:

gordura 16,0%, umidade 57,9%, cinzas 2,54%, proteina 18,3% e carboidrato
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(lactose) 5,3%. Esses valores foram bastante similares aos apresentados no
presente estudo. Na caracterizagcdo de queijos Minas artesanais produzidos na
regido do Serro, MG, foram encontrados os seguintes valores médios: gordura
29,22%, umidade 50,84%, cinzas 3,7%, proteina 17,06% e lactose 0,55%
(MACHADO et al., 2004). A umidade nos queijos artesanais é bem diferente da
encontrada no presente estudo, o que ira afetar toda a composicéo dos queijos.
Pode-se concluir que os queijos produzidos estavam dentro do padréo
estabelecido para queijo Minas Frescal. A adicdo de 6leo essencial de pimenta

rosa ndo descaracterizou o produto quanto a sua composi¢ao centesimal.

5.4.2.3 Perfil de textura instrumental (TPA)

Os resultados obtidos no perfil de textura instrumental estdo apresentados
na Tabela 13. Foram calculadas as médias e seus respectivos desvios padréo e

0s resultados comparados pelo Teste t no nivel de 95% de probabilidade.

Tabela 14: Parametros do perfil de textura instrumental dos queijos controle (CO)
e gqueijo adicionado de 6leo essencial de pimenta rosa microencapsulado (OEPR)

Parametro Queijo CO Queijo OEPR
Dureza (N) 6,30 + 2,09° 6,43 + 13,0652
Adesividade (g.mm) 27,00 + 30,53? 13,57 + 15,925°
Fraturabilidade (N) 6,25 + 2,10° 6,16 + 3,520°
Coesividade 0,18 + 0,05 0,37 £ 0,454°
Elasticidade (mm) 14,44 + 1,55% 16,29 + 3,537°2
indice Elasticidade 0,73+0,082 0,82 +0,179°
Gomosidade (N) 1,02 +0,285% 1,38 +1,082°

Mastigabilidade
(9.mm)
* Médias seguidas pela mesma letra, numa linha ndo diferem entre si pelo Teste t
a 95% de probabilidade (p= 0,05).

1523,54 +480,35%  2454,14 + 2242 31°
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O perfil de textura instrumental (TPA) é um teste imitativo desenvolvido
para imitar as condicfes de degustacédo e mastigacédo do alimento. Podemos dizer
que a dureza € a forgca maxima na compressao durante a primeira mordida, forca
necesséria para cortar um alimento. As duas formulacdes de queijo CO e OEPR
nao apresentaram diferencas significativas neste parametro.

Adesividade é a quantidade de forca requerida para simular o trabalho
necessario que sobreponha as forcas de atracdo entre a superficie do alimento e
a superficie em contato com este. Fraturabilidade é a forca na ruptura observada
no primeiro ciclo da compressédo (BURITI et al., 2008 PIAIAZZON-GOMES et al.,
2010). As formulacbes de queijo CO e OEPR ndo apresentaram diferenca
significativa nestes parametros.

Coesividade é a energia mecéanica necessaria para destruir a estrutura
interna da amostra (BURITI et al., 2008 PIAIAZZON-GOMES et al., 2010). Com p
< 0,001 as amostras apresentaram diferenca estatistica entre as duas
formulacbes. O queijo OEPR apresentou uma maior resisténcia interna para
romper as ligacbes da sua composicao.

Elasticidade pode ser definida como a capacidade da amostra de recuperar
a sua forma original depois que a forca de deformacédo é removida (BURITI et al.,
2008 PIAIAZZON-GOMES et al., 2010). As duas formulacdes ndo apresentaram
diferencas significativas.

indice de elasticidade esta relacionado com a capacidade de retornar a
posicao inicial apés deformacédo (BURITI et al., 2008 PIAIAZZON-GOMES et al.,
2010). As duas formulacdes também nédo apresentaram diferencas significativas.

Gomosidade pode ser descrita como a energia requerida para desintegrar
uma amostra semissolida ao ponto de ser engolida (BURITI et al., 2008
PIAIAZZON-GOMES et al., 2010). Com p= 0,0038, no Teste t as amostras
apresentaram diferenca muito significativa.

Buriti et al. (2008), ao avaliar o perfil de textura instrumental de queijos
frescos cremoso adicionado de Lactobacillus paracasei e inulina ndo encontraram
diferenca significativa entre o0s parametros avaliados. Portanto firmeza,
coesividade, adesividade, elasticidade e gomosidade ndo apresentaram
alteracdes significativas durante os 21 dias de armazenamento.
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Segundo Piaiazzon-Gomes (2010), ao avaliar o perfil de textura
instrumental de queijo Minas Frescal adicionados de derivados de soja, observou
que as formulacdes que foram testadas diferem significativamente (p < 0,05) entre
si nos parametros dureza, fraturabilidade, elasticidade, coesividade e
mastigabilidade. Essas amostras ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa em relac@o a adesividade. As proteinas tém um papel fundamental na
formacéo da rede tridimensional da coalhada na producédo do queijo. A adi¢do de
derivados de soja alterou a matriz proteica do queijo acarretando estas
alteracdes.

Pode-se afirmar que a adicdo de microcapsulas de oleo essencial de
pimenta rosa modificou alguns parametros do perfil de textura instrumental do
queijo. Isto sugere que a matriz proteica do queijo foi alterada pela adicdo dos
materiais de parede das microcapsulas. Porém, alguns parametros ndao foram
alterados, o que pode ser explicado pela concentracdo de microcipsulas utilizada

no queijo OEPR ser muito pequena.

5.4.2.5 Cor
Para se verificar se a adicdo das microcapsulas teve alguma influéncia nos

parametros de cor dos queijos produzidos, foram calculadas as médias e
respectivos desvios padréo destes parametros nos queijos CO e OEPR e estdo

apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15: Parametros de cor na formulacdo de queijo controle (CO) e queijo
adicionado de 6leo essencial de pimenta rosa microencapsulado (OEPR)

Parametro Queijo CO Queijo OEPR
L 90,09 + 0,58% 90,24 + 0,01°
A 0,66 + 0,022 0,58+ 0,01%
B 17,29 +0,20° 16,52 +0,01°
C 16,95 + 0,06% 16,85 + 1,14°
H 88,24 + 0,68° 85,6+ 2,81°%

* Médias seguidas pela mesma letra numa linha ndo diferem entre si segundo
Teste t (p=0,05).

Todos os parametros avaliados ndo apresentaram diferenca significativa
entre si. O valor de L varia de 0 a 100, sendo o valor maximo igual a 100 onde
ocorre perfeita difusdo ou reflexdo de luz (branco). O valor minimo para L, zero,
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representa a cor preta. Portanto duas formulacgtes testadas, queijo CO e OEPR,
estavam préximos a regido do branco. Pode-se verificar que a goma arabica nédo
teve influéncia no parametro b, conforme verificado na analise de cor das
microcapsulas, uma vez que a concentracdo de microcapsulas adicionado ao

queijo OEPR é bem pequena.

5.4.3 Anélises microbioldgicas

As analises de coliformes totais, E. coli e fungos filamentosos e leveduras
nos queijos CO e OEPR foram realizadas logo apos os processamentos (tempo 0)

e 0s seus resultados estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16: Médias e respectivos desvios padrdo do log das contagens de
coliformes totais; Escherichia coli; fungos filamentosos e leveduras nos queijos
(log UFC.g™h

_ ) Queijo CO Queijo OEPR
Microrganismo 1 1
(log UFC.g™) (log UFC.g™)
Coliformes totais 0,67 + 0,58 0,33 £ 0,58
Escherichia col < 1% <1*
Fungos e leveduras 1,32 + 0,55° 1,33 +£0,58°

* Valores estimados
Médias seguidas pela mesma letra numa linha ndo diferem entre si segundo teste
t ao nivel de 95% de probabilidade (p=0,05).

Todo leite utilizado no processo passou por pasteurizacdo e todos os
procedimentos obedeceram ao Manual de Boas Préticas de Fabricacdo, portanto
a contagem de coliformes obedeceu aos parametros fixados pela legislagédo
vigente no pais, Resolugédo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001.

N&o h& parametros estabelecidos na legislacédo para contagem de E. coli e
fungos e leveduras. Loguercio e Aleixo (2001), ao avaliar as condi¢des higiénico-

sanitarias do queijo Minas Frescal produzido artesanalmente em Cuiab4d — Mato
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Grosso, encontraram valores bastante diferentes aos encontrados no presente
estudo. Com valores médios de contagem de coliformes de 3 log UFC.g* e E.
coli de 2 log UFC.g*, ndo atendendo aos padrées estabelecidos pela Legislacdo
Brasileira para o produto que é de 2,69 log UFC.g™* para coliformes a 45 °C .
Araujo et al. (2001), ao determinarem o nimero de bolores e leveduras no queijo
Minas comercializado na regido metropolitana de Salvador — Bahia, encontraram
valores médios acima de 2 log UFC.g*, o que foi caracterizado pelos
pesquisadores como processamento ou armazenamento inadequado. Esses
valores também foram superiores aos encontrados neste estudo. Os valores
encontrados no presente estudo indicam que a pasteurizacdo utilizada foi eficaz
para o0 controle microbiano e os queijos foram produzidos atendendo aos
requisitos de boas praticas de fabricacao.

Os dados obtidos nas contagens de S. aureus dos trés processamentos
nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 30 dias foram tabulados, transformados em log e
as médias calculadas. Estes resultados foram utilizados para plotagem do grafico
de contagem de células viaveis do S. aureus no decorrer do tempo conforme a

Figura 14.
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~__
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Figura 15: Contagem de S. aureus no queijo Minas Frescal CO e OEPR (log
UFC.g™ de queijo).

60



Pelo comportamento das curvas pode-se observar que a contagem de S.
aureus no gueijo OEPR diminui com o tempo, enquanto a contagem no queijo CO
diminuiu no inicio e aumentou apds 15 dias. A pasteurizacdo nao elimina todos
0S microrganismos presentes nos alimentos e em geral, S. aureus ndo compete
bem com a microbiota normal da maior parte dos alimentos, especialmente
aqueles que contém grande numero de bactérias acido-lacticas (BERGDOLL;
ROBBINS, 1976). Sua redu¢édo no primeiro momento pode ter sido causada pela
presenca de enzimas especificas ou outros metabdlitos destas bactérias. No
altimo dia da contagem, 30 dias, pode-se observar comportamento bem distinto
das duas formulagdes de queijo.

No inicio e no fim do experimento, foram observadas no queijo CO
quantidades muito préximas de S. aureus; engquanto que para o queijo OEPR
houve uma reducédo de 1,53 log UFC.g™*. A diferenca entre as contagens finais
dos tratamentos é de 1,92 log, que é um valor consideravel.

Pimentel Filho (2010), ao avaliar o efeito das bacteriocinas: bovicina HC5 e
nisina combinadas sobre S. aureus ATCC 6538 inoculado na massa do queijo
Minas Frescal, também observou reducdo de um ciclo log nos primeiros 15 dias
de estocagem a 4 °C, porém diferente do encontrado no presente estudo, o
crescimento foi reassumido apos esse periodo.

De acordo com Senger e Bizani (2011), quando a populacdo atinge 10°
UFC.g™, é capaz de produzir 1 ug de toxina e causar intoxicagdo alimentar. Jay
(2005) afirma que sdo necessarias populacées acima de 10° UFC.g' para
deteccdo de enterotoxinas. Nos queijos produzidos neste experimento havia
populacdes iniciais nestes valores, portanto capazes de causarem riscos a saude
dos consumidores. No queijo CO, havia esta concentracdo ao final do
experimento. J& no queijo OEPR foi comprovado o efeito do 6leo essencial de
pimenta rosa, tendo havido inibicdo deste microrganismo.

O queijo Minas Frescal € um produto ndo maturado, que deve ser
consumido fresco. Novos testes devem ser feitos em outros produtos, com tempo
de estocagem maior, a fim de se verificar o comportamento do 6leo essencial de
pimenta rosa microencapsulado em periodos de tempo maiores.

Uma maior concentracdo de Oleo também deve ser testada em trabalhos
futuros, a fim de se verificar a aceitacdo sensorial do produto e seu efeito
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inibitdrio, visto que no presente trabalho, o 6leo essencial ndo foi adicionado ao

queijo na concentracdo minima inibitoria (CIM).

5.4.4 Teste de aceitacdo sensorial

Os resultados obtidos no teste de aceitacao sensorial foram tabulados, as
meédias foram calculadas e estdo apresentados na Tabela 17. Foi utilizada escala
hedbnica de 9 pontos, sendo 1 (desgostei extremamente) e 9 (gostei

extremamente).

Tabela 17: Médias e seus respectivos desvios padrdo das notas dos julgadores
no teste sensorial de aceitacao

Atributo Queijo Controle Queijo OEPR Teste t
Aparéncia 7,7 £1,04% 8,1+0,71° 0,03 *
Sabor 7,5+1,38% 7,5+1,23% 0,79™
Textura 7,6 +1,21°% 7,9 +1,04% 0,34™
Impresséo global 7,6 +£1,18° 7,6 £0,97° 0,88™

Médias seguidas pela mesma letra na linha n&o diferem entre si, segundo teste t
ao nivel de 95 % de confiabilidade (p=0,05)

*Apresenta diferenca significativa; ns ndo apresenta diferenga significativa
segundo Teste t (p=0,05)

De todos os atributos analisados apenas a aparéncia apresentou diferenca
significativa. Este fato pode ter ocorrido pelos cortes serem feitos manualmente,
portanto ndo estarem necessariamente iguais. Tamanho diferente € um dos
critérios que podem interferir na avaliagéo feita pelos julgadores, segundo Minim
2010. Os queijos néo diferiram nos testes de aceitacdo sensorial para os outros
atributos, este resultado mostra que a adicdo de 0leo essencial microencapsulado
no queijo Minas Frescal, ndo afetou a aceitacdo sensorial do produto, apesar de
ter ocorrido modificagdo no sabor tradicional do queijo Minas Frescal.

A escala hedbnica é bastante utilizada em testes de aceitagdo, pois
consegue mensurar a aceitacdo de um produto. A escala utilizada tem o ponto 5
(indiferente) delimitando a aceitacdo do produto. Médias acima de 6 (gostei

ligeiramente) indicam que o produto foi aceito pelos julgadores.
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As médias de todos os atributos ficaram acima de 7 (gostei
moderadamente) indicando que o produto foi aceito pelos julgadores. Foi feita a
distribuicdo de frequéncias de cada atributo para melhor visualizacdo dos
resultados. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 15, 16, 17 e 18. Pode-

se observar que houve uma concentragao na distribuicdo nas notas 9, 8 e 7.

" CO
m OEPR
. . i . ‘ — .
9 8 7 6 5

45

40

Figura 16: Distribuicdo de frequéncias para o atributo aparéncia
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Figura 17: Distribuicdo de frequéncias para o atributo sabor.
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Figura 18: Distribuicdo de frequéncias para o atributo textura
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Figura 19: Distribuicdo de frequéncias para a impressao global

Bertoldi (2006), ao avaliar a aceitacdo sensorial de salmédo e chocolate
adicionados de pimenta rosa moida, também encontrou resultados satisfatorios. A
média de aceitacdo para o salmao foi de 7,2, situada entre os termos heddnicos
“gostei moderadamente” e “gostei muito”. JA a média para o salmédo adicionado
de pimenta rosa moida teve media de 8,1, entre 0s termos “gostei muito” e “gostei
extremamente”. Constatando que a pimenta rosa conseguiu aumentar a aceitagcao

do salmdo. A aceitabilidade da pimenta rosa no chocolate teve médias de 7,7;
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entre os termos heddnicos gostei moderadamente e gostei muito, para chocolate
preto; e 6,6 para chocolate branco, entre os termos heddnicos “gostei
ligeiramente” e “gostei moderadamente”. Com isso pode-se concluir que a
pimenta rosa teve boa aceitacdo sensorial em todos os casos avaliados.

No presente estudo também foi solicitado aos julgadores que avaliassem a
intencdo de compra do produto. Foi utilizada escala hedbnica de 5 pontos, sendo
1 certamente ndo compraria e 5 certamente compraria os produtos. Os resultados
obtidos foram tabelados, as médias calculadas e estdo apresentados na Tabela
18.

Tabela 18: Médias e seus respectivos desvios padrdo da intencdo de compra dos
julgadores.

Queijo Controle Queijo OEPR Teste t
4,1 +0,86% 4,3 +0,75% 0,21
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si segundo teste t ao

nivel de 95% de probabilidade.
ns = nao significativo (Teste t; p= 0,05)

Pode-se observar na Tabela 18 que os queijos CO e OEPR tiveram médias
de intencdo de compra entre os valores heddnicos de “possivelmente compraria”
e “certamente compraria”, indicando que os produtos tiveram boa aceitacao pelos
consumidores. Um dos grandes objetivos da elaboracdo de produtos é a
aceitacdo de compra pelos consumidores, portanto um produto que atende este

quesito vem justificar o investimento em um novo produto.
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6 CONCLUSOES

A pimenta rosa € uma alternativa vidvel para obtencéo de éleo essencial. A
extragdo do Oleo essencial nos frutos maduros utilizados no experimento teve
rendimento de 4,08%.

O oOleo essencial de pimenta rosa apresentou atividade antioxidante e
antimicrobiana para o desenvolvimento de S. aureus.

A microencapsulacdo com o uso do spray dryer foi utilizada com éxito para
0 6leo essencial de pimenta rosa. A substituicdo de 50% da goma arabica por
amido modificado, juntamente com a maltodextrina, se mostrou adequada para
microencapsular 6leo essencial de pimenta rosa.

No queijo Minas Frescal produzido com Oleo essencial de pimenta rosa
houve reducao do desenvolvimento do S. aureus em 1,53 ciclos log no periodo de
30 dias. Houve uma diferenca de 1,91 ciclos log nas contagens finais dos queijos
produzidos com Oleo essencial de pimenta rosa microencapsulado e o queijo
controle. Portanto a adicdo do Oleo essencial € uma maneira de se controlar o
desenvolvimento deste microrganismo no queijo Minas Frescal.

O queijo Minas Frescal com 6leo essencial de pimenta rosa teve boa
aceitacdo sensorial, indicando que este 6leo essencial pode ser um diferencial
positivo no sabor de alguns produtos tradicionais.

Portanto a elaboracdo de queijo Minas Frescal adicionado de Oleo
essencial de pimenta rosa microencapsulado se mostrou uma alternativa
tecnologicamente viavel para utilizacdo das propriedades antimicrobianas do 6leo
essencial de pimenta rosa. Além disto, o queijo Minas Frescal adicionado de 6leo
essencial de pimenta rosa foi um produto inovador com caracteristicas sensoriais

aprovadas pelos julgadores.
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Outros métodos de extracdo de Oleo essencial devem ser investigados
com o objetivo de se comparar a composi¢cao do 6leo obtido e o rendimento de
extracao.

A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando apenas S. aureus, novos
estudos devem ser conduzidos a fim de se verificar o comportamento deste 6leo
essencial com outros microrganismos.

A otimizacdo do processo de microencapsulacdo, buscando temperaturas
Otimas, materiais de parede alternativos, diferentes concentrac6es de material de
parede, é uma alternativa para a continuidade deste trabalho. Além disso, outros
métodos de microencapsulacdo devem ser investigados a fim de se comparar
processos, buscando sempre ampliar a utilizacdo de microencapsulacdo em

produtos alimenticios.
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