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Resumo:

A utilizagdo de conservantes e antimicrobianos em produtos aimenticios € amplamente estudada pela tecnologia de
alimentos, visando principalmente o aumento da vida de prateleira e o controle da proliferacdo de microrganismos, sem que
haja significativa alteracdo nutricional e sensoria dos produtos. Entretanto, a aceitacdo de conservantes sintéticos tem decaido
devido aos possiveis prejuizos a salde dos consumidores. Buscando conservantes originérios de substratos naturais, ja foram
desenvolvidos estudos propondo o uso de extratos etandlicos de compostos de origem natural, como o alecrim e a prépolis. A
prépolis tem sido largamente estudada por suas propriedades quimicas e biol gicas que conferem atividades antimicrobianas e
antioxidantes, por exemplo. O Brasil é citado como um dos maiores produtores mundiais da prépolis, porém o tipo de propolis
produzida varia qualitativamente de uma regido para outra. Apesar de haver diversos tipos, as mais comumente estudadas no
Brasil sdo a propolis Verde e a Vermelha. No municipio de Sdo Gabriel - Rio Grande do Sul, ha produgcdo da chamada
propolis Ambar. Essa propolis ja possui estudos que relatam a atividade antimicrobiana do seu extrato etandlico. Pelo
apresentado anteriormente, foi despertado o interesse em desenvolver um produto lacteo que permitiriarealizar testes quanto a
capacidade antimicrobiana da propolis Ambar em uma matriz alimenticia. A fim de testar a agdo antimicrobiana do extrato
etandlico da propolis Ambar, este foi incorporado & massa do queijo tipo Minas Padr&o, que posteriormente foi submetido a
analises microbioldgicas. O extrato etandlico da propolis &mbar foi preparado no Laboratério de Microbiologia da
UNIPAMPA - S&o Gabriel, enquanto o queijo tipo Minas Padréo foi produzido na planta de agroindistria da Fundagéo
Bradesco - Rosério do Sul. As andlises microbiol 6gicas compreenderam a determinacdo do NUmero Mais Provavel (NMP) de
coliformes termotolerantes, contagem de bolores e leveduras e detecgdo da presenca de Samonella sp. A auséncia de
contaminacdo microbiolégica e de divergéncia entre as formulagtes indica a possibilidade do consumo destes, mas ndo
apresentou informagdes sobre a agdo antimicrobiana da prépolis. Portanto, a proxima etapa sera produzir novamente 0s
gueijos tipo Minas Padrdo com adicdo de prépolis, realizando novas andlises microbioldgicas ao longo da maturagéo e a
andlise sensorial para verificar a aceitagdo do produto pelo consumidor. O trabalho aqui exposto consiste no relato de uma
experiéncia, visto que as andlises até entdo realizadas fazem parte de um estudo preliminar para producédo do queijo em maior
escaa
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DESENVOLVIMENTO DA FORMULA};AO E ANALIS~E MICROBIOL()GICA DE
QUELJO TIPO MINAS PADRAO COM ADICAO DE PROPOLIS

1 INTRODUCAO

A utilizagdo de conservantes, antioxidantes e antimicrobianos em produtos alimenticios
¢ amplamente estudada pela tecnologia de alimentos, visando principalmente o aumento da vida
de prateleira e o controle da proliferacio de microrganismos, sem que haja significativa
alterac@o nutricional e sensorial dos produtos (DEL RE, 201 2). Entretanto, a aceitacdo de
conservantes sintéticos tem decaido devido aos possiveis prejuizos a satide dos consumidores,
provenientes dos aditivos quimicos que podem resultar em compostos nocivos (TZIMA et al,
2015). Buscando conservantes originarios de substratos naturais, ja foram desenvolvidos alguns
estudos propondo o uso de extratos etandlicos de compostos de origem natural, como o acafrao-
da-terra (PAIM, 2010), tomilho, alecrim e prépolis (TZIMA et al, 2015).

A propolis tem sido largamente estudada por suas propriedades quimicas e bioldgicas
que conferem atividades antimicrobianas e antioxidantes, por exemplo (CORREA, 2017). O
Brasil € citado como um dos maiores produtores mundiais da propolis, porém o tipo de propolis
produzida varia qualitativamente de uma regido para outra. Apesar de haver diversos tipos, as
mais comumente estudadas no Brasil sdo a propolis Verde e a Vermelha. No municipio de Sao
Gabriel — Rio Grande do Sul, h4 produgio da chamada prépolis Ambar. Essa prépolis ja possui
estudos quanto a sua caracterizagdo quimica e ha relatos das atividades antimicrobiana,
antioxidante e antileucémica do seu extrato etandlico (FERREIRA, 2017). O extrato etandlico
da prépolis Verde foi avaliado quanto a sua capacidade de inibicdo de microrganismos quando
aplicado na superficie de queijos tipo Gorgonzola, apresentando resultados positivos tanto para
sua atividade biocida quanto nas anélises sensoriais. Portanto, € considerada vidvel a utilizacao
desse extrato como conservante para esse tipo de queijo (CORREA, 2017).

Pelo apresentado acima, foi despertado o interesse em desenvolver um produto lacteo
que permitiria realizar testes quanto a capacidade antimicrobiana da prépolis Ambar em uma
matriz alimenticia. No componente curricular Tecnologia de Produtos Fermentados do curso
de Biotecnologia da UNIPAMPA — Campus Sao Gabriel, foram desenvolvidas praticas em
agroindustria de alimentos, em parceria com a Fundacdo Bradesco de Rosério do Sul. A fim de
testar a acdo antimicrobiana do extrato etandlico da prépolis Ambar, este foi incorporado 2
massa do queijo tipo Minas Padrdo, que posteriormente foi submetido as analises
microbioldgicas. O intuito da utilizacdo do extrato na massa ao invés da superficie do queijo
foi justamente a producdo de um produto lacteo diferenciado, com o sabor suave da propolis,
que poderia ter seu efeito sensorial reduzido se apenas aplicado na superficie. O trabalho aqui
exposto consiste no relato de uma experiéncia, visto que as andlises até entdo realizadas fazem
parte de um estudo preliminar para producio do queijo em maior escala.

2 METODOLOGIA

O extrato etandlico da propolis dmbar foi preparado no Laboratério de Microbiologia
da UNIPAMPA - Sdo Gabriel, utilizando 80 g da prépolis e dlcool de cereais para um volume
final de 400 mL, dissolvidos em banho-maria a 60°C. O extrato foi acondicionado em um frasco
para reagentes e mantido em local com pouca luminosidade a temperatura ambiente, sendo
agitado eventualmente. Apds 96 horas, o extrato foi distribuido em tubos tipo Falcon de 50 mL
e centrifugado a 5000 rpm, por oito minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi filtrado
em papel filtro e transferido para um novo frasco para reagentes, que foi armazenado a
temperatura ambiente para uso posterior.
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O queijo tipo Minas Padrao foi produzido na planta de agroindistria da Fundacdo
Bradesco — Rosario do Sul. Para o preparo deste, foram utilizados 20 litros de leite fornecido
pela Fundagdo Bradesco, pasteurizado a 65°C, por 30 min, e apés mantido a 35°C em um tanque
encamisado de ago inox. Foi acrescentado e homogeneizado ao leite o 4cido lactico, seguido de
um repouso de 20 minutos. Apds, foram adicionados o coagulante liquido e o cloreto de célcio,
também submetidos a homogeneizacdo. A coalhada formou-se 60 minutos depois da adi¢cao do
coagulante e foi cortada com uma lira manual. A liberacao do soro iniciou e durante 15 minutos
foi mexida suavemente para acelerar a liberacdo. A massa novamente foi aquecida a 35°C e,
enquanto era mexida com mais intensidade para obten¢do do ponto da massa, foi adicionada
agua a 85°C. Ao atingir o ponto da massa, foi retirado cerca de metade do soro presente na
massa com o auxilio de um dessorador. A quantidade aproximada de soro retirado foi
preenchida com agua a 80°C, agitando a massa apds completar o volume, com posterior
dessoramento e prensagem da massa. Nesse ponto, foi adicionado sal a massa, misturando bem
(NESPOLO et al., 2015). Seis por¢cdes de 100 g da massa foram separadas para andlise, sendo
que em duas por¢des foram incorporados 1,33 uL do extrato da prépolis na massa. As por¢des
foram distribuidas em formas para queijo devidamente identificadas e mantidas em camara fria
por 24 horas. Os queijos foram desenformados e levados a camara de maturacio por 70 dias a
7°C.

As andlises microbioldgicas compreenderam a determinagao do Numero Mais Provavel
(NMP) de coliformes termotolerantes, contagem de bolores e leveduras e detec¢do da presenga
de Salmonella sp. Para a andlise de coliformes termotolerantes e bolores e leveduras, foram
dissolvidos e homogeneizados 25 g de queijos com e sem prépolis em 225 mL de Agua
Peptonada 0,1%, constituindo a diluicdo 0,1. Na sequéncia, foram realizadas dilui¢des seriadas
até a diluicao 0, 0001. As diluicdes 0,001 e 0,0001 de cada queijo tiveram 100 uL semeados
em placas de Petri com meio Agar Batata Dextrose, para contagem de bolores e leveduras. As
placas foram incubadas a 25°C por 7 dias. A determinagdo do NMP de coliformes
termotolerantes foi realizada a partir da inoculacao de 1 mL das diluicdes 0,1, 0,01 e 0, 001 em
tubos contendo 9 mL de caldo EC e tubos de Durham invertidos, incubados em estufa a 45°C
por 48 horas (BRASIL, 2003). Todos os testes foram realizados em triplicata.

Para deteccdo de Salmonella sp., foi realizado o pré-enriquecimento das amostras de
queijos com e sem prépolis em Solucdo Salina Peptonada Tamponada 1%, a partir de 10 g de
amostra homogeneizadas em 90 mL de solu¢do e incubadas por 24 horas a 37°C. Apds, foram
utilizadas placas Compact Dry SL (Madasa) como um método rapido para detectar a presenca
ou auséncia de Salmonella sp., nas quais foram aplicados 0,1 mL da amostra pré-enriquecida
em uma extremidade e 1 mL de 4gua destilada estéril na regido oposta. As placas foram
incubadas invertidas em estufa a 42°C por 24 horas, conforme instru¢des do fabricante
(NISSUI, 2018).

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Os queijos foram acompanhados durante o periodo de maturacdo e nao houve alteracao
no odor dos queijos, nem crescimento de fungos na superficie, mas foi observada perda aparente
de umidade e coloracdo amarelada intensificada, sem diferencas nos produtos com e sem
propolis. A andlise dos resultados microbioldgicos foi baseada no Regulamento Técnico geral
para a fixag¢ao dos Requisitos Microbioldgicos de Queijos (BRASIL, 1996) e no Regulamento
Técnico sobre Padroes Microbioldgicos para Alimentos (BRASIL, 2001). As placas utilizadas
para contagem de bolores e leveduras ndo apresentaram crescimento de coldnias na menor
diluicao utilizada apds o periodo de incubacao, indicando valor menor que 1,0 x 100 UFC/g de
amostra. Quanto aos coliformes termotolerantes, o resultado final para todas as amostras
analisadas foi inferior a 3,0 NMP/g (Tabela 1), visto que todos os tubos de cada amostra tiveram
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resultados negativos. Nao foi detectada a presenca de Salmonella sp. em 25 g em nenhuma das
amostras testadas.

Tabela 1 — Nimero Mais Provével por grama, para séries de 3 tubos com inéculos 0,1, 0,01 e
0,001 e respectivo intervalo de confianca para todas as amostras avaliadas.

Nuamero de tubos positivos NMP/g Intervalo de confianca
95 %
0,01 0,001 0,0001 Inferior Superior
0 0 0 <30 - 9,5

Fonte: do autor, 2018.

Os resultados microbioldgicos avaliados estdo de acordo com o estipulado pela
legislacdo brasileira para queijos (BRASIL, 1996; 2001). A auséncia de contaminagdo
microbioldgica e de divergéncia entre as formulacdes indica a possibilidade do consumo destes,
mas ndo apresentou informacdes sobre a acdo antimicrobiana da prépolis. Os resultados
refletem, também, a eficiéncia das Boas Préticas de Fabricacdo aplicadas no desenvolvimento
dos produtos. Portanto, a préxima etapa serd produzir os queijos tipo Minas Padrao em maior
escala com adicdo de prépolis, realizando novas andlises microbiolégicas ao longo da
maturagdo e a andlise sensorial para verificar a aceita¢do do produto pelo consumidor.

4 CONSIDERA COES FINAIS

As amostras de queijo com e sem prépolis apresentaram os mesmos resultados nas
andlises microbioldgicas, sendo, portanto, inconclusiva a acdo antimicrobiana do extrato
etandlico da prépolis Ambar. Porém, a realizacio de andlises sensoriais permitird inferir se ha
aceitacdo do queijo tipo Minas Padrao acrescido do extrato da prépolis pelos consumidores. A
realizacdo de andlises microbioldgicas ao longo da maturacdo dos queijos, € ndo somente no
queijo maturado, fornecerd informagdes sobre a acdo da propolis como um conservante natural
em derivados l4cteos fermentados.
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