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RESUMO

O queijo Minas Frescal € um queijo popular e um dos mais produzidos no Brasil, mas
apresenta um tempo de vida util pequeno, no maximo 20 dias. As bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella ssp e Listeria monocytogenes sdo consideradas 0s
principais agentes contaminantes associados a deterioracdo deste queijo, causando
fermentacdes anormais e estufamento precoce. Para aumentar o tempo de vida atil dos
alimentos, especiarias e 0s 0leos essenciais sdo utilizados como agentes de conservagdo, uma
vez que possuem acdo antimicrobiana, reduzindo ou eliminando as bactérias patogénicas. A
casca e a améndoa extraida de mangas das variedades; Tommy Atkin, Coquinho e Espada
sdo residuos da industria que possuem compostos fendlicos como as catequinas que
demonstram atividade antimicrobiana. O presente trabalho objetivou testar a utilizacdo do
extrato de casca e améndoa de manga como antimicrobiano sobre o0s microrganismos
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella e Listeria monocytogenes no queijo
Minas Frescal. A extracdo dos compostos fenolicos dos residuos foi realizada com etanol
(80%) e a quantificacdo foi realizada pelo Reagente de Folin-Ciocalteu. Foram realizados
cinco tratamentos: Queijo controle (sem adicdo de extrato); Queijo adicionado do extrato da
améndoa da manga Espada, Queijo adicionado do extrato da améndoa da manga Coquinho,
Queijo adicionado do extrato da améndoa da manga Tommy Atkins e Queijo adicionado do
extrato da casca da manga Coquinho. Foram realizadas analises fisico-quimica. Contagem
dos microrganismos no decorrer de 20 dias de armazenamento. A quantidade de compostos
fendlicos totais no extrato dos residuos de manga variou de 7,8 a 15,53 mg EAG/100 g. Os
queijos com o extrato adicionado apresentaram reducdo significativa da carga microbiana
quando comparados ao queijo controle, a um nivel de 5 % de significancia. Com a utilizacéo
do extrato na fabricacdo, os compostos fendlicos presentes conseguiram inibir o crescimento
microbiano. Portanto, o residuo agroindustrial da manga pode ser amplamente utilizado como
fonte alternativa de compostos fendlicos pela industria alimenticia com a utilizacdo na
formulacéo de novo produtos.

Palavras-chave: Queijo Minas Frescal, Residuo de manga, Antimicrobiano.



ABSTRACT

The minas frescal cheese is a popular cheese and one of the most produced in Brazil, but it
has a small shelf life, maximum 20 days. The bacteria Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella ssp and Listeria monocytogenes are considered the main contaminating
agents associated to the deterioration of this cheese, causing abnormal fermentations and early
puffing. To increase the shelf life of foods, spices and essential oils are used as preservatives,
since they have antimicrobial action, reducing or eliminating the pathogenic bacteria. Peel and
almond extracted from mangoes of varieties; Tommy Atkin, Coquinho and Espada are
industry waste that have phenolic compounds such as catechins that demonstrate
antimicrobial activity. The present work aimed to test the use of peel and mango as an
antimicrobial extract on the microorganisms Escherichia coli, Staphylococcus aurus,
Salmonella and Listeria monocytogenes in Minas Frescal cheese. Extraction of the phenolic
compounds from the residues was performed with ethanol (80%) and quantification was
performed by the Folin-Ciocalteu Reagent. Five treatments were carried out: Control cheese
(without addition of extract); Added Mango Almond Extract Cheese Sword, Added Mango
Almond Extract Cheese Coke, Added Tommy Atkins Almond Extract Cheese and Mango
Added Peel Extract Cheese Coquinho. Physicochemical analyzes were performed. Counting
of microorganisms during the 20 days of storage. The amount of total phenolic compounds in
the mango waste extract ranged from 7.8 to 15.53 mg EAG / 100 g. The cheeses with the
added extract presented a significant reduction of the microbial load when compared to the
control cheese, at a level of 5% of significance. With the use of the extract in the manufacture,
the phenolic compounds present were able to inhibit the microbial growth. Therefore, the
agroindustrial residue of the mango can be widely used as an alternative source of phenolic
compounds by the food industry with the use in the formulation of new products.

Keywords: Minas Frescal Cheese, Mango Residue, Antimicrobial Products.
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1 INTRODUCAO

O aumento da procura dos consumidores por produtos alimentares naturais tem
exercido certa pressdo sobre a industria e agéncias reguladoras para a busca de outros
métodos de conservagdo. Distintos dos tradicionais, especialmente com relacdo ao uso de
substancias conservantes, muitas pesquisa cientificas tém estudado compostos naturais
visando sua utilizagdo como antimicrobianos para impedir ou controlar o crescimento de
agentes patogénicos e deteriorantes em alimentos.

O leite estd entre os seis primeiros produtos mais importantes da agropecuaria
brasileira, ficando a frente de produtos tradicionais como café beneficiado e arroz. O
Agronegocio do Leite e seus derivados desempenha um papel relevante no suprimento de
alimentos e na geracdo de emprego e renda para a populacdo. O pais possui acima de 1,1
milhdo de propriedades que exploram leite, ocupando diretamente 3,5 milhdes de pessoas.
Cerca de 11 bilhdes de litros de leite/ano sdo transformados em queijos no Pais, sem
considerar a producéo informal (PACHECO et al., 2012).

Além da sua importéncia social, o leite € rico em uma grande quantidade de nutrientes
essenciais ao crescimento e a manutencdo de uma vida saudavel, sendo possivel a elaboracéo
de diversos produtos lacteos, como por exemplo 0s queijos.

No Brasil existem varios tipos de queijos frescos produzidos de forma artesanal e
industrial, tanto por pequenos produtores quanto por diversas inddstrias. Esses queijos sdo
muito populares e devido ao bom rendimento, sdo comercializados a preco acessivel a uma
grande faixa da populacdo, por apresentar elevado rendimento na fabricacdo (DIAS et al.,
2016).

Foram produzidos 867,1 mil toneladas de queijos no pais, 9,4% mais que em 2010,
segundo dados divulgados pela Associacdo Brasileira das Industrias de Queijos (ABIQ,
2015).

Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ, 2016), a producdo
de leite no Brasil, em 2015, ficou em aproximadamente 34 bilhdes de litros. Desse volume, 24
bilhdes de litros foram captados por industrias. Do leite inspecionado e processado, 46% (11
bilhdes de litros) foram transformados em queijos. Desse total, 32% foram queijos
considerados como commodities intermediarias sendo essa a classificacdo para o queijo Minas
Frescal.

O consumidor, quando compra um queijo, espera que: 0 produto satisfaca suas

expectativas sensoriais, seja nutritivo e, além disso, seja seguro sob o ponto de vista
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microbiol6gico. Os fabricantes de queijos esperam que o0s produtos mantenham essas
caracteristicas pelo maior tempo possivel apds o processamento, ou seja, tenham uma longa
vida de prateleira. Em produtos lacteos, um dos maiores fatores limitantes do periodo de
validade é o desenvolvimento microbiano (LOGUERCIO e ALEIXO, 2001).

As principais fontes de contaminagdo na industria de queijos podem ser a matéria-
prima, devendo- se assegurar que o leite seja proveniente de vacas saudaveis e haja boas
praticas de higiene na ordenha e no manuseio. J& na industria as instalagdes, os equipamentos,
as embalagens e 0 manuseio também podem ser fontes de contaminacao. Assim, é necessario
um controle rigoroso das condi¢des higiénico-sanitarias destas etapas a fim de se evitar o
crescimento de microrganismos deteriorantes, bem como a exposicdo do consumidor a
alimentos contaminados com microrganismos que podem causar danos a saude. Diversos
métodos de conservacdo podem ser utilizados para impedir ou reduzir o desenvolvimento
destes microrganismos, como resfriamento, calor, irradiacdo, produtos quimicos ou
conservantes, dentre outros (VIANA, 2011).

A manga (Mangifera indica L.) est4 entre as 10 culturas mais plantadas no mundo,
com producdo de mais de 28,8 milhGes de toneladas em 2014 (ARBOS, STEVANI e
CASTANHA, 2013). Segundo a Embrapa (2014), o Brasil € o sétimo produtor mundial de
manga, produzindo cerca de 1 milhdo de toneladas em 2014, sendo a regido Nordeste a maior
produtor com 780 mil toneladas, seguido pelo sudeste com 360 mil toneladas, as mangas sao
destinada a industrializacdo, ao consumo interno e a exportacdo. O Brasil € o 7° maior
produtor segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -EMBRABA, 2014.

Elevada quantidade de residuos (cascas e sementes) sdo gerados pelo processamento
industrial da manga, os quais, sem aplicacdo viavel, acabam sendo descartados diretamente no
meio ambiente. Tais residuos apresentam grandes quantidades de compostos bioativos entre
eles os compostos fendlicos e os antioxidantes, que podem ser utilizados em outros processos
tecnoldgicos (ARBOS, STEVANI e CASTANHA, 2013).

Estudos demonstraram que o extrato da améndoa de frutos de manga reduz a
contagem bacteriana total e exerce atividade antimicrobiana notavel contra microrganismos
além de prolongar a vida Util do leite pasteurizado. Nessa perspectiva entra o importante papel
dos residuos da manga que aliados a tecnologia possibilitam o desenvolvimento de alimentos
seguros do ponto de vista microbiolégico, podendo ser adicionados em alimentos como o
queijo com o objetivo de diminuir o desenvolvimentos dos microrganismos presente e assim

aumentar a vida de prateleira desse alimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antimicrobiano de casca e améndoa de mangas das variedades
Tommy Atkins, Espada e Coquinho na conservacgdo do queijo Minas Frescal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter extratos das améndoas e das cascas a partir de frutos de manga das variedades
Tommy Atkins, Espada e Coquinho;

o Quantificar os compostos fendlicos totais dos extratos das améndoas e das cascas de
mangas Tommy Atkins, Espada e Coquinho;

o Apontar a Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) dos extratos das améndoas e das
cascas no controle de Escherichia coli e Staphylococcus aureus;

o Avaliar as caracteristicas fisico—quimicas dos Queijos Minas Frescal produzidos
adicionando os extratos de cascas e améndoas de manga das variedades Tommy
Atkins, Espada e Coquinho;

o Avaliar os efeitos antimicrobianos dos extratos das cascas e das améndoas adicionados
na fabricacdo do queijo Minas Frescal sobre as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e da Salmonella;

o Comparar a agdo antimicrobiana nos queijos adicionados de extrato améndoa de
manga Coquinho, casca de manga Espada, améndoa de manga Espada e améndoa de
manga Tommy Atkins;

o Verificar a aceitacdo sensorial dos Queijos Minas Frescal adicionados de extrato de
casca de manga Espada, améndoa de manga Espada e améndoa de manga Tommy
Atkins.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 QUEIJO MINAS FRESCAL

O queijo minas frescal pode ser considerado uma variedade de queijo tipicamente
brasileira, possuindo ampla aceitacdo no mercado consumidor e detendo a quarta posicéo dos
queijos mais produzidos no Brasil, sendo superado apenas pelos tipos mozarela, prato e
requeijdo. A fabricacdo de queijo minas frescal foi iniciada nas regibes em que as criagoes de

gado de leiteiro predominavam, e era restrita a esses locais. A técnica foi introduzida no pais
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por imigrantes dinamarqueses e holandeses na regido sul de Minas Gerais e Serra da
Mantiqueira e foi difundida para o territorio nacional. A fabricacdo de queijos, com tecnologia
repassada de geracdo a geracdo, ainda é muito valorizada por fazer parte da cultura dessas
regides. O queijo minas frescal é um produto de grande popularidade, aceitagdo, consumo e
producdo em todo o Brasil. Sua producdo representa cerca de 7% do total de queijos
fabricados no Brasil sob inspecao federal, sua producéo € intensa devido ao alto rendimento e
a auséncia de periodo de maturagdo, o que possibilita um retorno rapido de investimento e,
consequentemente, custos menores ao consumidor (VINHA et al, 2010).

As perspectivas para 0 mercado de queijos s&o muito promissoras. Segundo o
Euromonitor, em 2018, as vendas desse segmento devem atingir R$ 21,6 bilhdes, que
corresponde a um crescimento de 30% em relagdo a 2016. Os brasileiros devem incorporar o
queijo no consumo diario e privilegia-lo por ser considerado um alimento saudavel
(MALVESTIO; COCO, 2014).

De acordo com a legislacdo brasileira (BRASIL, 1997), o queijo minas frescal € um
queijo fresco obtido por coagulagdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acdo de bactérias lacticas especificas.
Ele é classificado com um queijo semigordo (25 - 44,9% de gordura no extrato seco), de
muito alta umidade (ndo inferior a 55%), a ser consumido fresco, de acordo com a
classificagdo estabelecida no Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Queijos
(BRASIL, 1996).

Diversas tecnologias sdo utilizadas na fabricacdo do queijo minas frescal. A mais
tradicional faz uso de fermento lactico, o que fornece ao queijo a protecdo promovida pelas
bactérias lacticas. Buscando maior rendimento de processo e reduzir as alteracdes fisico-
quimicas durante sua vida de prateleira, foi desenvolvido o processamento de acidificacdo
direta, com a substituicdo da cultura lactica pelo acido lactico industrial. Também vem sendo
utilizada a ultrafiltracdo como tecnologia de producdo do queijo minas frescal (KABUKI;
SOUZA; KUAYE, 2016).

A adocdo de diferentes métodos de fabricacdo, como a substituicdo do fermento
lactico pela acidificacdo direta, visando minimizar o problema de acidificacdo excessiva
durante a comercializacdo, tornou o queijo minas frescal mais susceptivel ao desenvolvimento
de micro-organismos deteriorantes e patogénicos. O queijo obtido por acidificacdo direta ndo
conta com barreiras de protecdo originadas pela presenca do fermento lactico, como a
producdo de acido lactico e outros compostos antimicrobianos, dentre os quais, as

bacteriocinas.
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Outro processo tecnolégico em queijos que vem sendo utilizado é a adicdo de
compostos fendlicos com o objetivo de contribuir com o aproveitamento dos antioxidantes
naturais e melhorar a qualidade microbioldgica dos alimentos. Segundo Moura (2016) a
adicdo de extrato de polpa de acai, mirtilo e gojiberry, ricos em compostos fendlicos,
apresentou alto potencial antioxidante na fabricacdo de queijo Petit Suisse. Oleos essenciais
extraidos de orégano (Origanum vulgare) e pimenta do reino preta (Piper nigrum L) foram
avaliados por Alarcon (2014) quanto a sua capacidade em inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli em queijo ricota, sendo essa capacidade
comprovada em ambos os 6leos . Outros compostos fendlicos estudados foram provenientes
de améndoas de manga Tommy Atkins adicionadas ao queijo minas frescal contaminado por
Staphylococcus aureus (SANTOS, 2014).

A composicdo do queijo Minas Frescal logo ap6s sua fabricagdo normalmente é 55-
60% de umidade, 1,4-1,6% de sal (NaCl), 17-19% de gordura e pH de 5,0-5,3 para queijos
fabricados com fermento lactico. No caso dos queijos fabricados com adicao direta de acido
lactico, o pH varia entre 6,1-6,3 e a umidade, de 60-63% (SILVA, 2005; CAMPOQOS, et al.,
2006; VINHA et al., 2010).

De acordo com a tabela brasileira de composicéo de alimentos / NEPA — UNICAMP

de 2011 o queijo Minas Frescal apresenta a seguinte composicao centesimal (Tabela 1).

TABELA 1 - Composicdo Centesimal do Queijo Minas Frescal.

Queijo Minas Frescal 100g
Umidade (%) 56,1
Proteina () 17,4
Lipideo (g) 20,2
Cinzas (g) 3,0
Calcio (mg) 579
Sodio (mg) 31,0
Potassio (mg) 105

Fonte: adaptado TACO, 2011.
3.1.2 Qualidade do Queijo Minas Frescal

O queijo minas frescal € um produto de massa macia e crua, muito tmido, com baixo
teor de sal, baixa acidez e ndo maturado. Essas caracteristicas permitem o desenvolvimento de

muitos micro-organismos. Alguns, como as bactérias lacticas, utilizam a lactose para
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producdo de &acido lactico e outros subprodutos, deteriorando o queijo. Outros micro-
organismos sdo patogénicos, como Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus, 0s quais podem causar infeccdes ou intoxicacbes de origem alimentar
(APOLINARIO; SANTOS; LAVARATA, 2014).

O problema da contaminacéo do queijo minas frescal por microrganismos patogénicos
e deterioradores € relatado em alguns trabalhos ao longo dos anos, os quais identificam varios
pontos criticos na linha de processamento do queijo, destacando-se a matéria-prima, o tanque
de coagulacdo, a salmoura, a manipulacdo e a embalagem (ALMEIDA FILHO; NADER
FILHO, 2000; BARCELLOS, 2006; SANGALETTI, 2007; FREITAS, 2015).

Para se obter um queijo de qualidade, o principal requisito é o uso da matéria
prima de qualidade. Quando o numero de contaminantes é elevado no leite cru, a
pasteurizacdo e outros processos industriais devem ser capazes da destruicdo efetiva dos
micro-organismos indesejaveis. Além disso, a contaminacdo do leite pOs-pasteurizacdo, a
utilizacdo de fermentos inativos, temperaturas inadequadas e incorretas condigdes de
manufatura e armazenamento contribuem, também, de forma efetiva para 0 comprometimento
da qualidade do produto final (FREITAS, 2015).

De acordo com os padrdes microbioldgicos estabelecidos na Resolugdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001), os
queijos de muita alta umidade elaborados por coagulacdo enzimatica, como o Minas Frescal,
devem apresentar auséncia de Salmonella sp e de Listeria monocytogenes em 25 g. Além
disso, para queijos com presenca e auséncia de bactérias lacticas é tolerado um nimero mais
provavel (NMP)/g de coliformes termotolerantes e de unidades formadoras de colénia
(UFC)/g de estafilococos coagulase positiva, valores apresentado na Tabela 2 (BRASIL,
2001).

TABELA 2 - Padr8es microbiolégicos estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria em Queijo Minas Frescal.

Microrganismo Auséncia Presenca
Bactérias lacticas  Bactérias lacticas
Coliformes a 45°C 5x 10° UFC/gr. 5x 10° UFC/gr.
Staphylococcus Coagulasses positivo 5x 10* UFC/gr. 5x 10° UFC/gr.
Listeria monocytogenes Ausente Ausente
Salmonella ssp Ausente Ausente

Fonte: BRASIL, 2001.
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Segundo Ferreira et al. (2011), a maioria dos queijos comercializados no Brasil ndo
apresentam niveis microbioldgicos satisfatorios. Analisando-se a literatura existente a respeito
da qualidade microbioldgica desses queijos, torna-se evidente o quadro desfavoravel da
qualidade sanitaria deste produto em varias cidades brasileiras, como Pocos de Caldas-MG
(ALMEIDA FILHO; NADER FILHO, 2000), Cuiabd-MT (LOGUERCIO; ALEIXO, 2001),
Sdo Paulo-SP (SILVA et al, 2003), Brasilia-DF (BARCELLOS, 2006), Teresina-Pl
(CASTRO et al., 2007), Arapongas e Londrina-PR (PASSOS et al., 2009) e Zona da Mata -
MG (APOLINARIO; SANTOS; LAVORATO, 2014).

Queijos Minas Frescal produzidos por diferentes indUstrias da regido da Zona da Mata
Mineira, fiscalizadas por Servigos de Inspecdo Federal, Estadual ou Municipal, num total de
31 amostras de queijos Minas Frescal apresentam 77,4% das amostras com contagens
superiores ao preconizado pela legislacdo para coliformes totais, 54,8% para coliformes
termotolerantes, 16,12% para estafilococos coagulase positiva e 9,6% para Listeria
monocytogenes. Nenhuma das amostras apresentou contaminacéo por Salmonella spp. Diante
disso, 80,6% das amostras analisadas encontravam-se improprias para 0 consumo, por
apresentar contagem de pelo menos um dos microrganismos analisados fora dos limites
especificados pela legislacio (APOLINARI; SANTOS; LAVORATO, 2014).

Okura e Marin (2010) analisaram 30 queijos produzidos com leite pasteurizado e
inspecionados pelo SIF, 50 queijos produzidos com leite cru sem Inspecdo Federal e 31
queijos temperados com especiarias. A presenca de coliformes a 45° C acima dos valores
permitidos pela legislacdo ocorreu em 33%, 72% e 39%, respectivamente, sendo identificados
varios géneros pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sendo a E. coli a mais frequente
com 77,5%.

Komatsu et al. (2010) avaliaram a presenca de Staphylococcus coagulase positiva em
queijos minas frescal produzidos no municipio de Uberlandia-MG e determinaram que, de 50
amostras analisadas, 88% estavam fora do padrdo estabelecido pelo Ministério da Saude para
€ssSes microrganismos.

Melo e Miguel (2011) analisaram o Queijo Minas Frescal comercializados em
Uberaba—MG, e 50% das amostras estavam contaminadas por coliformes termotolerantes e
Staphylococcus coagulase positivas, demonstrando condi¢des higiénico-sanitarias
insatisfatorias oferecendo riscos a satde do consumidor

Devido a susceptibilidade a contaminacfes, a vida de prateleira do queijo Minas
Frescal é relativamente curta, de aproximadamente 14 dias, desde que sob refrigeracdo

adequada, em temperatura ndo superior a 8°C (BRASIL, 1996). Uma das maneiras de se
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prolongar a vida util do queijo Minas Frescal é realizando estudos sobre utilizacdo de
compostos antimicrobianos naturais, como os encontrados nos residuos de manga (SANTOS,
2014).

3.2 MANGA (MANGIFERA INDICA L.)

A manga é considerada uma importante fruta tropical por seu excelente sabor, aroma e
coloracdo caracteristicos, mas que devido a sua sazonalidade, torna vidvel sua
industrializacdo, visando a um melhor aproveitamento e diminuicdo das perdas de producao
(BRUNINI; DURIGAN; OLIVEIRA, 2002). Possui grande aceitagdo no mercado, além de ser
rica em vitaminas A, B e C, e quantidade significativa de sais minerais, como célcio, ferro,
potassio, cobre e magnésio (BRAZILIAN FRUIT, 2015).

A produgéo brasileira de manga em 2013 foi de 1.163.000 toneladas em uma é&rea de
plantio de 76.568 hectares (IBGE, 2013; FAO, 2015). No Nordeste brasileiro, a manga é
cultivada em todos os estados, em particular nas areas irrigadas da regido semiarida, que
apresentam excelentes condi¢fes para o desenvolvimento da cultura e obtencdo de elevada
produtividade e qualidade de frutos. A producdo e a consequente industrializacdo destas frutas
vém sendo um ponto forte na economia desta regido, principalmente no estado da Bahia, que
desde 2007 ocupa o primeiro lugar de producdo de manga no ranking nacional, totalizando
437.919 mil toneladas de manga em 2013 (IBGE, 2013).

O estado de Minas Gerais ocupa a sexta posicdo entre 0s principais estados
exportadores de manga do Brasil. A manga corresponde a 41% da receita de quase US$ 1,7
milhdo do conjunto de frutas e derivados de Minas no mercado externo e seu potencial
econdbmico consiste na formulacdo de polpa, néctares, sucos, geleias e compotas
(SECRETARIA DE ESTADO DE MINAS GERAIS DE AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2015).

3.2.1 Variedades de Mangas

3.2.1.1 Manga Tommy Atkins

A variedade Tommy Atkins originou-se na Flérida, EUA, na década de 1920. Produz
fruto com peso medio de 460 g, casca espessa e formato oval. Apresenta coloracdo da polpa
laranja-amarela e casca vermelho-purpura intensa. A polpa € firme, suculenta, com teor médio

de fibra. A polpa é rica em vitaminas A e C. Possuem, ainda, em sua composi¢ao niacina e
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tiamina, duas vitaminas do complexo B e sais minerais como fosforo segundo Centro de
Estudos Avancados em Economia Aplicada (CEPEA, 2015).

A Tommy Atkins é a variedade mais produzida e a que possui a maior participa¢do no
volume comercializado no mundo, devido principalmente a sua coloragéo intensa, produgdes
elevadas e resisténcia ao transporte a longas distancias, assim esta variedade possui excelente
rendimento industrial por reduzir sensivelmente os custos de processamento durante o
preparo, com consequente reducdo nos custos de producdo (COSTA e SANTOS, 2004;
BENEVIDES, et al., 2008).

3.2.1.2 Manga Espada

A manga espada é uma fruta alongada e achatada dos lados, que madura pode ter
coloracdo amarelo, laranja ou vermelha, sendo mais avermelhada no lado que pega sol
diretamente. Quando a fruta ainda ndo esta madura, sua cor é verde. A polpa é suculenta,
saborosa, doce e mais fibrosa que outras variedades. Fruta grande, comprida e estreita com a
forma aproximada de um S, esverdeada mesmo madura. Resiste bem a longos transportes
(EMBRAPA, 2012).

3.2.1.3 Manga Coquinho

A manga Coquinho é uma das frutas poliembriénicas mais antigas. E muito produtiva,
utilizada para suco, tem aceitagdo no mercado como manga de mesa e € um dos melhores e
mais utilizados porta-enxertos no Brasil (EMBRAPA, 2012).

3.2.2 Residuos da Manga: casca e améndoa

No processamento industrial para obtencao de polpa de frutas, ha geracdo de residuos,
especialmente cascas, semente e fibras. Aproximadamente 40 a 60% de residuos sdo gerados
durante o processamento de manga. Destes 12 a 15% consistem em casca e 15 a 20% sao
améndoa. De acordo com a variedade de manga, a semente representa de 10 a 25% da massa
de toda fruta (MIRGHANI et al., 2009; ABDULLAH et al., 2011). A améndoa (parte interna
do caroco de manga) representa 20% da massa do fruto inteiro, a améndoa representa de 45 a
75% do caroo (MIRGHANI et al., 2009; ABDULLAH et al, 2011; GADALLAH,
FATTACH, 2011; ARBOS et al., 2013).

Tendo em vista que as industrias de suco processadoras de frutas descartam uma
quantidade grande de residuos (casca e semente), levando subsequentemente & poluicdo

ambiental, tém-se buscado alternativas de reaproveitamento destes residuos. E uma das
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formas de reduzir o impacto ambiental decorrente da disposi¢do destes residuos consiste na
ampliacdo do seu aproveitamento. Estudos mostram que os residuos de manga possuem
caracteristicas na sua composicdo que contribuem para 0 aumento no interesse para 0 seu
reaproveitamento, a saber: lipideos, proteinas, compostos fendlicos, fibras, além de possuirem
atividade anti-oxidativa e antimicrobiana (BENEVIDES et al., 2008; STRINGHETA;
CASTRO, 2008).

Em analises sobre a caracterizacdo da semente de manga, Vieira et al. (2009)
observaram que os lipideos extraidos da améndoa da semente da apresentam o seguinte perfil
de &cidos graxos, sendo 40,81% de oleico, 39,07% de esteéarico, 9,29% de palmitico e 6,06%
de linoleico. Além disso, dependendo da variedade, a semente de manga pode conter em
média 6,0% de proteina em peso seco, 11% de gordura, 77% de carboidratos, 2,0% de fibra
bruta e 2,0% de cinzas (SANDHU; LIM, 2007).

A acdo antimicrobiana, segundo Abdalla et al. (2007) deve-se ao fato de que a
améndoa da semente de manga apresenta compostos fendlicos, além de lipideos neutros
constituidos por &cidos graxos insaturados. Os compostos fenolicos, terpenos, alcoois
alifaticos, aldeidos, cetonas, acidos e isoflavonoides sdo o0s principais componentes
antimicrobianos ja relatados em plantas (TIWARI et al., 2011).

Arbos, Stevani e Castanha (2013) relataram que 0s extratos provenientes dos residuos
do processamento industrial de frutos da manga (farinhas da casca e améndoas) apresentam
teor importante de compostos fendlicos, atividade antioxidante e antimicrobiana. Verificaram
gue o extrato em questdo apresentou acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
que a concentracdo inibitéria minima (CMI) do extrato etandlico da semente de manga contra
Escherichia coli; Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Klebsiella aerogenes e
Aeromonas hidrophila foram superiores a 1000 ppm e para S. aureus, Bacillus sp.,
Clostridium sp. e Listeria monocytogenes a concentracdo minima inibitéria variou entre 50-
500 ppm. Foi verificado neste estudo que 0s compostos antimicrobianos presentes na
améndoa da semente de manga sdo estaveis a altas temperaturas (121°C/15 minutos) e a uma
ampla faixa de valores de pH (pH 3-9), sendo constituida 79,5% de polifendis.

Nesta mesma perspectiva, Abdalla et al. (2007) demonstraram que 0 extrato
metanolico de semente de manga adicionado em diferentes concentracdes (3000, 4500 e 6000
ppm) ao leite cru e pasteurizado foi capaz de reduzir a contagem de bactérias meséfilas totais
e inibir completamente o desenvolvimento de coliformes, sendo observados halos de inibicao
bacteriana de 21, 19 e 18 mm para 6000, 4500 e 3000 ppm, respectivamente. O leite controle

(sem extrato) e o leite com extrato foram armazenados a temperatura ambiente (25 £ 2 °C)
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durante 15 dias, sendo que as amostras de leite controle se deterioraram entre 3 e 6 dias e as
amostras com extratos apresentaram uma durabilidade de 15 dias.

A andlise da aceitacdo sensorial do leite pasteurizado contendo extrato também foi
realizada, observando-se que ndo ocorreram alteracGes significativas no aroma e sabor do
leite. Apenas a coloracdo apresentou diferenca passando de amarelo claro para amarelo
ligeiramente escuro. Abdalla et al. (2007) relataram a seguranca de sementes de manga como
aditivos alimentares para estender a vida de prateleira de produtos alimentares.

Em pesquisa realizada por Khammuang e Sarnthima (2011), foi verificada a atividade
antibacteriana dos extratos de semente de manga, podendo-se e detectar que 0s extratos
testados (extrato etandlico da semente de manga e extrato fendlico de semente de manga)
possuiam atividade antibacteriana, sendo que a cepa mais sensivel e fortemente inibida foi a
bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa.

Em outro estudo, foram testados diferentes solventes: etanol, metanol, acetona e agua
destilada para a preparacdo de extratos de sementes de manga, e avaliando quatro espécies
bacterianas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa). Observou-se que as quatro especies apresentaram zona de inibi¢do entre 16 a
23mm em todos os extratos estudados, comprovando o potencial antibacteriano da améndoa
da semente de manga (ABDULLAH; MIRGHANI; JAMAL, 2011).

Santos (2014) utilizou o extrato etanolico (80%) de améndoa de manga ‘“Tommy
Atkins” como antimicrobiano sobre cepas padrdao de Escherichia coli inoculadas no queijo
Minas Frescal. Foram realizados trés tratamentos: queijo controle; queijo adicionado do
extrato da améndoa da manga e queijo com embalagem contendo o extrato, sendo analisados
em diferentes tempos (0, 5, 10, 15 e 20 dias). Observou-se que, mesmo com uma matéria-
prima contaminada, os compostos fendlicos presentes conseguiram inibir o crescimento
microbiano.

A améndoa da semente de manga pode ser incluida na dieta de monogastricos,
incluindo seres humanos, sem causar efeitos adversos (ODUNSI, 2005). Na Nigéria, tem sido
testado o uso de sua farinha processada em substituicdo a farinha de trigo na preparacao de
biscoitos para a alimentacdo humana (AROGBA, 1999). Entretanto, poucos trabalhos tém
sido realizados utilizando-se os compostos fendlicos como ingredientes funcionais ou mesmo
bactericidas naturais (BERARDINI; KNODLER; SCHEIBER, 2005).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DA CASCA E DA AMENDOA DO FRUTO

Foram adquiridas no comercio da regido de Uberaba, MG mangas das variedades
Tommy Atkins, Espada e Coquinho, em estagio comercial de maturacdo, levando-se em
consideracdo a coloracdo da casca: para a manga da variedade Tommy Atkins apresenta casca
rosa avermelhada e para as variedades Espada e Coquinho, uma coloracdo amarelada. Para
todas as variedades foi observada a consisténcia do fruto, que deveria estar macio, porém
firme e a coloracdo amarelada da polpa. (ASSIS; LIMA, 2008)

A lavagem foi realizada por imerséo das mangas em solucdo de detergente neutro (2,0
mL. L™) por 5 minutos para remocdo de sujidades e restos vegetais (MAIA et al. 2009),
seguido de agua corrente a temperatura ambiente, para remocdo do excesso de detergente
aderido aos frutos. A sanitizacdo foi realizada por meio de imersdo das mangas solucdo de
hipoclorito a 1 mL. L™ permanecendo as mangas imersas na solugdo durante 15 minutos.
Apos, as mangas foram retiradas para secagem em temperatura ambiente por 10 minutos. O
descascamento foi realizado manualmente com facas de ago inoxidavel, retirando-se a casca,
a polpa e a semente (améndoa) (Figura 1) (BRASIL, 1999).

FIGURA 1 - Residuos de manga utilizados: casca e améndoa.

Fonte: da autora 2017

4.2. OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DA CASCA E DA AMENDOA

As cascas e as améndoas foram submetidas a secagem em estufa (MHTOCIN), a

50°C, por um periodo de 24 horas. Em seguida, o material foi triturado e submetido a
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extragdo exaustiva a frio. Para isso, foi colocado em recipiente de vidro de 1000 mL, 500g da
casca triturada e 900 mL de alcool 70% quantidade suficiente para manté-los imersos, e em
outro recipiente de vidro de 1000 mL, colocado 500g de améndoa triturada e 900 mL de
alcool 70% quantidade suficiente para manté-los imersos durante sete dias a temperatura
ambiente (27°C). Apls a extracdo, o material foi filtrado, e o extrato foi concentrado em
rotaevaporador (TE-210 Tecnoal), a 90°C, rotacdo de 60 rpm e pressdo reduzida para
obtencdo do extrato etanolico e do solvente recuperado, o qual foi utilizado para re-extracdo
por mais duas vezes, tendo se obedecido as condi¢fes da extracao inicial (BARRETO et al.,
2008).

4.3 QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DOS EXTRATOS

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteu (Cromoline). A curva de calibragdo foi construida utilizando-se como
padrdo o acido galico (Vetec), 99% de pureza. Preparou-se uma solucdo estoque de &cido
galico (500mg/L) e a partir desta foram preparadas solu¢des com concentragdes de 0, 50, 100,
150, 250, 500 mg/L. As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotémetro de
absorcdo UV-Visivel (Biospectro SP-22) em comprimento de onda de 765 nm (BERARDINE
et al., 2005).

Para a determinacgdo dos compostos fenolicos totais foi utilizada a equacao obtida pela
curva de calibracdo do &cido galico, sendo os resultados expressos em equivalentes de acido
galico/100g de amostra. As analises foram realizadas em triplicata para cada amostra
(BERARDINE et al., 2005).

4.4 AVALIACAO DO EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE EXTRATO,
NO CONTROLE DA Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Para a avaliacdo do efeito de diferentes concentracfes de extrato foi utilizada a técnica
de concentracdo minima inibitéria (CMI), utilizado o método de diluicdo em caldo por
Microdiluicdo. (SILVA, 2007).

As placas de Microdiluicdo contendo o antimicrobiano foram inoculadas com o
auxilio de um dispositivo plastico, em cada poco da placa de Microdiluicdo, utilizaram-se as
diluicGes de 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,5% e 0,78% de extrato de casca
e outra placa as mesmas diluicdes para os extratos de améndoa de manga. Sendo analisados
dois microrganismos por placas (E. coli e S. aureus), nos pogos de A a | foram colocados 0s

extratos em suas diluicbes juntamente com os microrganismos, no poco J foi o controle
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negativo adicionando a Clorexidina 2% e no pogo K o controle positivo com caldo BHI e o
microrganismo. Os painéis de microdiluicdo, ap6s a inoculagdo, foram incubados a 35°C por
24 horas. Apbs a incubacdo, aleitura da placacom a determinacdo da CIM foi
realizada visualmente (ANVISA, 2004), de acordo com o exemplo observado na Figura 2.
FIGURA 2 — Visualizacdo de concentracdo minima inibitéria de extrato de mangas frente a
E. coli e S. aureus.

Fonte: da autora, 2017.

Para uma melhor visualizacdo da concentracdo minima inibit6ria foi realizada também
a técnica do halo de inibi¢do, as mesmas concentracdes foram testadas colocando os discos de
papel-filtro impregnados nas diferentes solucBes de extratos e estes foram colocados na
superficie de placas contendo Plate Count Agar (PCA) semeado com o inoculo bacteriano. As
placas foram incubadas por a 37°C por 24 horas e medido o0 mm o halo formado entre o disco

e crescimento bacteriano.

4.5 PRODUCAO DOS QUEIJOS MINAS FRESCAL

Com a finalidade académica e com o objetivo de verificar o efeito do extrato da casca
e da améndoa da manga sobre a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Salmollena ssp foram produzidos queijos com leite cru adquiridos de
produtores da regido de Uberaba - MG.

Somente para 0s ensaios de analise sensorial foram produzidos queijos com leite
pasteurizado também adquiridos de produtores da regido de Uberaba — MG, para garantir a

seguranga alimentar dos provadores.
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4.5.1 Queijo controle

O leite cru (analise microbioldgica) e pasteurizado (analise sensorial) foram aquecidos
a temperatura de 35° C e acrescidos de cloreto de célcio a 0,02% (para o leite pasteurizado)
dissolvido em agua e o coalho liquido de acordo com recomendagdes do fabricante sobre
agitacdo por 3 minutos.

O leite foi deixado em repouso para 0 processo de coagulagéo por 40 a 50 minutos.
Em seguida a massa foi cuidadosamente cortada para se obter grdos n°1 (1,5 x 1,5 cm). A
coalhada foi deixada em repouso por 3 minutos na sequéncia realizada a mexedura levemente,
parte do soro foi retirada, adicionado o cloreto de sédio a massa foi colocada em formas
adequadas de polipropileno no formato cilindrico que proporciona queijos com 500g a 1000g
aproximadamente, apds 30 minutos seré feito a 1° viragem e apds uma hora a 2° viragem 0s
queijos serdo mantidos em geladeira sob refrigeracdo a 8°C, ), observados na Figura 3
(SILVA, 2005).

FIGURA 3 - Fluxograma do processo de fabricacdo do Queijo Minas Frescal utilizando leite
cru com finalidade académica para realizacdo da analise microbioldgica.
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Fonte: Adaptado de Silva, (2015).
4.5.2. Queijo com o extrato de manga
A fabricacdo do queijo com o extrato de manga foi produzido da mesma forma que o

queijo controle apresentado no item 4.5.1 sendo diferente apenas adicionado o extrato de

manga no leite cru aquecido.
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Foram produzidos quatro formulagdes com 6% de extrato sendo elas:
e (Queijo com extrato de casca de manga Espada
e Queijo com extrato de améndoa de manga Espada
e (ueijo com extrato de améndoa de manga Coquinho
e (ueijo com extrato de améndoa de manga Tommy Atkins
Esses extratos foram escolhidos para a fabricacdo do queijo devido aos resultados
obtidos na analise de quantidade de compostos fenélicos presente.
Para a analise sensorial foram produzidas novas formulacdo sendo utilizado o leite

pasteurizado para garantir a seguranca microbioldgica dos provadores.

4.6 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As analises fisico-quimica foram realizadas em triplicata no quinto dia pos a
fabricacdo dos queijos sendo nesse periodo armazenado sobre refrigeracdo a 8°C. Sendo as
analise de umidade, cinza, acidez, pH e proteina realizadas no laboratorio de Analise de
Alimentos do Instituto de Ciéncias Tecnologicas e Exatas — ICTE da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro, e a analise de lipidio foi realizada no laticinio do Instituto Federal do
Triangulo Mineiro IFTM .

4.6.1 Umidade

Para analise de unidade aqueceu-se a capsula em uma estufa (circulacdo de ar) a
102°C por 1 hora, transferiu-se para o dessecador, esperando-se esfriar até a temperatura
ambiente e pesado. Colocou se amostra na capsula e a pesou novamente. O material foi
colocado novamente em estufa a 102°C, por 2 horas. Transferiu-se para dessecador esperou

esfriar e realizou novamente a pesagem (Instituto Adolfo Lutz, 2008)

4.6.2 Cinzas

Pesou-se 5g da amostra de gqueijo na balanca analitica, depois carbonizou-se a amostra
no bico de Bunsen. Em seguida, colocou-se a amostra na mufla em temperatura ambiente e se
foi aumentando a temperatura gradativamente ate a 600°C permanecendo nessa temperatura
por uma hora, esperou-se a mufla tingir a temperatura ambiente novamente, as capsulas foram
retiradas e colocadas no dessecador e pesados de hora em hora até atingir peso constante para

ter o peso final, que sdo as cinzas, ou seja, residuo mineral fixo (Instituto Adolfo Lutz, 2008).
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4.6.3 Lipidio

Pesou se 2g da amostra homogeneizada diretamente no copo do butirometro. Acoplou
se 0 copo do butirbmetro a parte inferior de forma a ficar bem vedado. Em seguida foi
adicionado 10 mL da solucdo de acido sulfarico e 1 mL de alcool isoamilico. O butirémetro
foi agitado até dissolver toda a amostra. Quando a amostra apresentou-se dissolvida, retirou se
a tampa superior do butirdmetro e foi adicionado agua até a Ultima marcacdo deste. Foi
centrifugado por 10 minutos a 1200 rpm a porcentagem de gordura foi calculada diretamente
na escala do butirdmetro (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

4.6.4 Proteina

Pesou se 0,2g no tubo de Kjedahl, foi adicionado 2g da mistura catalitica, 5 mL de
acido sulfarico, colocou—se para digerir no bloco digestor com a chapa a 450°C (BRASIL,
2006).

Foi colocado 15 mL de agua destilada no tubo até dissolver a amostra, colocou-se o
tubo com a amostra digerida no destilador, acrescentou-se 20 mL de NaOH 40%, com a
torneira fechada, foi aberta aos pouco a torneira e deixar escorrer bem lentamente, apos foi
adicionado 10 mL de acido borico 3% em um erlenmeyer de 250 mL com 3 gotas de
indicador misto, foi colocado o erlenmeyer com o &cido borico e indicador no bico do
condensador e deixando destilar até a cor verde (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

Foi titulado o borato de amdnio com solucdo de &cido cloridrico 0,1N e anotado o
volume gasto (BRASIL, 2006).

Para o calculado foi utilizando a formula de conversao de nitrogénio para proteina que

consiste em (%) = V x f x 0,0014 x 6,38 x 100 (1)
P(9)
(%) = V x f x 0,008755 x 100 )
P(9)

Na qual temos:

V = volume gasto de HCI 0,1N

f = fator do HCI 0,1IN

0,0014 = miliequivalente grama do nitrogénio

6,38 = fator de conversdo geral do nitrogénio em proteina para leite e derivados

P = peso
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4.6.5 pH

As analises de pH foram realizadas meio de um pHmetro, na qual 50 grs da amostra
foi dissolvida em 100ml de agua destilada, filtrada em filtro de papel, o medida com o
eletrodo do equipamento pHmetro (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

4.6.6 Acidez

Colocou - se 10 g da amostra em um béquer de 150 mL, acrescentou 50 mL de agua
morna isenta de gas carbonico (CO,) (40°C) e agitou com bastdo de vidro até dissolugdo
Transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL, esfriou em &gua
corrente. Transferiu—se uma aliquota de 50 mL para um béquer de 150 mL, foi acrescentado
10 gotas de solucdo alcodlica de fenolftaleina a 1 % e titular com solugéo de hidroxido de
sodio 0,1 N até leve coloracdo rosea persistente por aproximadamente 30 segundos (Instituto
Adolfo Lutz, 2008).

4.7. ANALISE MICROBIOLOGICA

O queijo foi picado em uma placa de Petri estéril com auxilio de uma faca e colher
esterilizadas. Estas amostras foram homogeneizadas e retiradas 25g de cada, colocadas em
erlenmeyer, contendo 225 mL agua peptonada (Kasvi) a 0,1% (estéril, homogeneizando por 2
min. a amostra considerando este a diluicdo 10™7). As analises microbiolégicas foram
realizadas em triplicata em diferentes tempos (0, 5, 10, 15 e 20 dias) apds a producdo dos
queijos (SILVA et al., 2007; VANDERZANT; SPLITTTOESSER, 1992).

4.7.1. Staphylococcus coagulase positiva

Foi pesado 25g de casa amostra em um saco plastico estéril e adicionou-se 225 mL
agua peptonada (Kasvi) a 0,1%. O saco plastico foi levado ao homogeneizador de amostras
por 30 segundos e logo ap6s seguiu-se até a diluicdo seriada até 107,

Foram distribuidos 0,1ml de cada diluicdo (10*, 10% e 10®) em placas de Petri
contendo 25 mL de meio de cultura Baird Parker (BP) agar. A cultura foi espalhada no meio
com o auxilio da alca de Drigalsky. Em seguida as placas foram incubadas a 37°C por 24
horas (SANTOS, 2014).
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4.7.2. Coliformes a 45°C

Para a determinagdo de coliformes totais, foi utilizada a técnica de tubos multiplos
pelo nimero mais provavel (NMP/g). Foi realizada a diluicdo 10™, homogeneizando 25g e
queijo com 225 mL de 4gua peptonada ((Kasvi) a 0,1% e das diluicdes seriadas (102 e 10?),
foi semeado 1 mL de cada diluicdo. O meio utilizado foi &gua peptonada a 0,1% e incubado a
35°C durante 24 horas. A partir da leitura dos tubos positivos (com crescimento e producdo de
gas nos tubos de Durham), foi realizada a confirmacdo com Caldo Verde Brilhante Bile
(Brilliant Green Bile Broth) 2% nas mesmas condic¢des de tempo e temperatura preconizados
pela American Public Health Association — APHA (VANDERZANT e SPLITTTOESSER,
1992).

A determinacdo do NOmero Mais Provavel de Coliformes Termotolerantes
foi realizada utilizando-se a técnica dos tubos multiplos, com Caldo Escherichia coli (EC).
Dos tubos positivos para Coliformes totais, foram realizadas as repicagens da cultura, para
tubos com Caldo EC (E. C. Broth). Apds a semeadura foi incubado a 37°C por 24 horas, em
banho maria, com séries de trés tubos para cada repicagem (OKURA, 2010).

Apos uma calcada dos tubos positivos de Caldo EC, foi estriada na placas e encubada
37°C durante 24h para a confirmacdo de crescimento da Escherichia coli caracterizada pelo

crescimento de col6nias negras florescentes.

4.7.3. Listeria monocytogenes

Para a pesquisa de Listeria monocytogenes, foi homogeneizada 25¢g de cada amostra
assepticamente em 225 ml de caldo para enriquecimento de Listeria incubadas a 30° C, apds
20h a 24 horas aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos com 9 mL de Complete
Selective Enrichment Broth suplementado, incubados a 30°C por 24 horas. Com o auxilio de
uma alca bacteriolégica, fez-se o estriamento para a placa de Petri contendo Agar Oxford. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas (BRASIL, 2003, SILVA et al., 2007).

4.7.4 Salmonella ssp

Para a pesquisa de Salmonella, foi homogeneizada 259 de cada amostra
assepticamente em 225 mL de caldo para enriquecimento de Salmonella incubadas a 30° C,
apos 20h a 24 horas aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos com 9 mL de
Tetrathionate Broth Base (TT) , incubados a 30°C por 20h a 24 horas. Com o auxilio de uma

alca bacterioldgica, estriamos para a placa de Petri contendo Agar Xylose Lysine
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Deoxycholate (XLD). As placas foram incubadas a 37° C por 24 horas (BRASIL, 2003,
adaptada de SILVA et al., 2007).

4.8 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial foi aplicada na Universidade Federal do Triangulo Mineiro apés
ser aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa sobre o numero 2.108.891 (Apéndice A), no
laboratorio de analise sensorial do Instituto de Ciéncias Tecnoldgicas e Exatas, sendo
utilizado o teste de aceitacdo por escala heddnica de 9 pontos que contém os termos definidos
situados, entre “gostei extremamente” e “desgostei extremamente que foi aplicado para 72
provadores ndo treinados. A ficha de avaliacdo utilizada pode ser observada na Figura 4.

Para a realizacdo das analises sensoriais foram preparadas novas formulagdes de
queijo Minas Frescal utilizando leite pasteurizado para garantir a seguranca dos provadores
guanto a contaminagdo por microrganismos.

Foram preparados um queijo Minas frescal controle (sem o extrato), um com extrato
de améndoa de manga Tommy Atkins, um com extrato de améndoa de manga Espada e um
com extrato de casca de manga Espada (fluxograma item 4.5.1), formulacGes escolhida
mediante melhor desempenho como bactericida observado na analise microbioldgica.

Os queijos foram preparados um dia antes da analise e mantidos em embalagens
plasticas sob refrigeracdo a 8°C. No dia da analise as amostras foram picadas em cubos de
aproximadamente 25g e servidos em copos descartdveis de 25 mL identificados com
codificacdo numérica de trés digitos aleatdrios, as amostras foram servidas simultaneamente.

Os provadores foram orientados a ler e assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice B), identificar os codigos das amostras na ficha de analise sensorial
(Figura 4), provar as amostras na ordem em que foram dispostas na bandeja, tomar agua entre
uma amostra e outra e colocar a nota de acordo com a pontuacdo hedbnica e para cada
atributo (OLIVEIRA, 2010; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
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FIGURA 4 - Modelo de ficha para avaliagdo sensorial de Queijo Minas Frescal.

Nome: Idade: Data:

Vocé estd recebendo quatro amostras codificadas de queijo minas frescal. Avalie cadauma
segundo os atributos citados, utilizando a escala abaixo.

(9 ) gostel extremamente

( 8 ) gostel moderadamente

(7 ) gostei regularmente

( 6 ) gostei ligeiramente

(5 ) nio gostei. nem desgostei
(4 ) desgostei ligeiramente

(3 ) desgostei regularmente
(2 ) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente

Codigo da Amostra

Atributos
COR
AROMA
TEXTURA
SABOR

Fonte: adaptado de Instituto Adolfo Lutz (2008)

4.9 ESTATISTICA

O delineamento para o experimento foi em blocos casualizado. Os dados foram
analisados por meio da Analise de Variancia (teste F) a 5% de probabilidade e uma vez
constatados o efeito significativo do tratamento, aplicou-se o teste Tukey, a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional
SISVAR, desenvolvido por Ferreira (2000).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A quantidade de compostos fendlicos totais nos extratos de manga variou entre 7,80
mg EAG/100g a 15,53 mg EAG/100g dependendo da variedade da manga dados que podem
ser observados na Figura 5. Ambas as amostras apresentam uma diferenca significativa,
exceto a améndoa da manga coquinho e a améndoa da manga apesar de serem variedades
diferentes ndo apresentam diferenca na quantidade dos compostos fenolicos.

A quantidade de compostos fendlicos encontrados é superior aos relatados na
literatura, sendo que, para améndoa de manga Tommy Atkins e Santos (2014) relatam valores
de 6,281 mg EAG/100g, que foram semelhantes ao encontrados por Sena et al. (2014) que
encontraram 6,388 mg EAG/100g pra farinha de manga. Ja Arbos et al. (2013) obteve uma
quantidade totais nos extratos dos residuos de manga Tommy Atkins variando de 3,123 a

6,644 mg de catequina/ 100g de residuo.
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FIGURA 5 — Quantidade de compostos fendlicos totais presente em extratos de casca e
améndoa de diferentes variedades de manga.

15,53
14,61 14,85
13,51
11,25
7,8 I
Extrato Casca ExtratoCasca Extrato Casca Extrato Extrato Extrato
Espada Tommy Atkins  Coquinho Améndoa Améndoa Améndoa
Coquinho  Tommy Atkins Espada
B Compostos fendlicos toatais EAG/100g

Fonte: da autora, 2017

5.2 CONCENTRAGAO MINIMA INIBITORIA (CMI) E FORAMGAO DO HALO DE
INIBICAO

Analisando-se 0 extrato de manga puro (100%) e nas concentracBes de 75%, 50%,
25%, 12,5% 6,25%, 3,12%, 1,5% e 0,78%, observou-se que a Escherichia coli (CCCD E003)
e Staphylococus aureus (CCCD S007) foram sensiveis ao extrato puro (100%) e também a
diluicdo de 6,25%, pois possui halo de inibicdo com 25mm a 14mm respectivamente, sendo
considerado na diluicdo de 6,25% como bactericida para todas as variedades de mangas
analisadas. A partir da diluicdo de 3,12% foi observado o crescimento de ambas as bactérias
resultados que podem ser observados na Figura 6.

Santos (2014) obteve resultados semelhantes para o extrato de améndoa de manga
Tommy de 18,4 mm para a E. coli e Arbos, Stevani e Castanha (2013) obtiveram resultados
semelhantes, comprovando o efeito do extrato de casca e de améndoa de manga sobre essas

bactérias em diferentes concentracoes.
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FIGURA 6 - Placas com formacédo do halo de inibi¢do para diferentes dilui¢cbes de extratos de

casca e améndoa de manga para a inibi¢do do crescimento de S. aureus e E. coli.

Extratos: 1 — extrato de casca de Coquinho, 2 — extrato de améndoa de Coquinho, 3- extrato de casca de Espada,
4 — extrato de améndoa de Espada, 5 — extrato de casca de Tommy Atkins e 6 — extrato de améndoa de Tommy
Atkins.

Fonte: da autora, 2017.

5.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Podemos observar na Tabela 3 os valores encontrados nas andlises fisico-quimicas do
queijo minas frescal, de acordo com a Portaria n°146 de 07 de margo de 1996, os queijos Minas
Frescal, foram classificados como sendo de alta umidade (valores entre 46,0 e 51,16%), sendo 0
queijo controle 46,08%. O queijo com extrato de améndoa de manga Tommy Atkins nao
apresentou diferenca significativa (p>0,05) em relacdo ao queijo produzido com extrato de
améndoa de manga Coquinho (46,33%) e com o produzido com extrato de améndoa de manga
Espada (49,50%), esta por sua vez nao diferiu do queijo produzido com o extrato de casca de
manga Espada (51,16%). O principal efeito da alta umidade em queijos inclui o favorecimento da
multiplicacdo microbiana decorrente da elevada atividade de &gua no produto.

O percentual de cinzas em todos os tratamentos ndo apresentou diferenca estatistica
entre si ao nivel de 5%. Os queijos minas frescal podem apresentar em média 3,5 a 4,5% de
cinzas de acordo com o teor de sal adicionado (ROCHA, 2004). As cinzas ou residuos
minerais participam na formacdo da coalhada, influenciando na textura do queijo, pois o
calcio e fosforo sdo os principais elementos da estrutura na coalhada dos queijos (PERRY,
2004).

Quanto ao teor de lipidios, os queijos obtiveram resultados entre 16,10 a 18,43% de
gordura, e foram classificados como queijos magros (10,0 e 24,9%), entre as formulacdes com
adicdo de extrato de casca e améndoa nao foram observadas diferencas significativas ao nivel de
5%, mostrando que a adi¢do do extrato ndo interferiu nas caracteristicas do produto. Valores

semelhantes a este foram encontrados por Rosa (2004) em analise do queijo minas frescal
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tradicional (sem adicdo de extrato). O teor de lipidios no queijo minas frescal varia segundo
varios fatores, dentre eles a raga do animal e a porcentagem de gordura do leite.

Os teores de proteinas encontrados foram em torno de 18,68%, ndo apresentando
diferenca significativa ao nivel de 5% entre as formulagdes, resultados semelhantes foram
encontrados por Silva e Ferreira (2010) que realizaram um estudo onde amostras de queijo minas
frescal tradicional variaram de 16 a 22% de proteina.

TABELA 3 - Andlises fisico-quimicas de Queijo Minas Frescal fabricados com extrato de
casca e améndoa de manga.

Tratamentos Umidade %  Cinzas % Lipidio %  Proteina %
Controle 46.08" 2,71° 18,43 18,83
Extrato Améndoa Tommy 46.19" 2,64° 16,80 ° 18,33°
Extrato Améndoa Coquinho 46.33" 2,65 18,16° 19,34°
Extrato Améndoa Espada 49.50%° 2,74 17,66° 19,33°
Extrato Casca de Espada 51.16° 2.68% 16,10 19,00°

Medias seguidas das mesmas letras, na mesma coluna, ndo apresentaram diferencas significativa de acordo com
0 teste de tukey a p<0,05.
Fonte: da autora, 2017

A concentragdo hidrogenibnica, que determina o pH dos alimentos, € um dos
principais fatores que exercem influéncia sobre o crescimento, a sobrevivéncia ou a destruicdo
dos microrganismos, que nele se encontram presente (SILVA, 2000).

Os resultados obtidos para o pH dos queijos nos diferentes tempos de analise estdo
apresentados na Figura 7. Nota-se que os valores de pH oscilaram entre 6,61 a 5,93 ao longo
tempo mas, permanecendo dentro dos parametros estabelecidos pela legislacdo que varia entre
6,40 a 5,03. Observa-se que 0S queijos que continham o extrato de casca ou améndoa de
manga, tiveram uma queda de pH menos acentuada quando comparada ao queijo controle,
este fato deve-se ao efeito bacteriostatico do extrato sobre 0os micro-organismos presentes no
queijo. Silva et al. (2003) encontraram valores de pH de 6,2 a 5,0 em queijo Minas frescal,
valores proximos aos encontrados no queijo em estudo.

Durante o tempo de armazenamento, apesar da queda nos valores de pH, os valores
finais ndo foram tdo baixos a ponto de serem considerados um fator limitante para a
proliferacdo das bactérias estudadas. O pH o6timo para a multiplicacdo das maioria das
bactérias é em torno do neutro e a multiplicacdo destas é deficiente em valores menores que
5,0 (BERESFORD et al., 2001).
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Em todos os queijos avaliados o valor do pH diminuiu durante o tempo de

armazenamento, poréem nao ficando abaixo de 5,0

FIGURA 7 - Resultados da variacdo do pH dos Queijos Minas Frescal de 0 a 20 dias de
armazenamento.

Resultados Analise de pH
6,8
6,6 M= /;_N‘\K
64
=&— Controle
6,2 A
:& Améndoa Tommy
6 A .
\ == Améndoa Coquinho
5,8 Améndoa Espada
5,6 === Casca de Espada
54
0dia 5 dia 10 dia 15 dia 20 dia

Fonte: da autora, 2017

Na Figura 8 sdo apresentados os resultados de acidez, onde ¢ verificado o aumento na
porcentagem de acido lactico durante os 20 dias de armazenamento. O aumento da acidez foi
de 0,029° acido lactico até 0,056° de acido lactico para amostra controle do 0 ao 20° dia
respectivamente, ja para os queijos adicionados de extrato de casca e améndoa de manga 0s
resultados encontrados foram em média de 0,024° ate 0,043° de acido lactico sendo que nao
houve diferenca significativa entre os diferentes tipos de extratos.

A velocidade de formacdo e quantidade de &cido lactico produzidos influenciam na
qualidade do queijo, além de regular o pH e o equilibrio ibnico, que é muito importante na
inibicdo do crescimento de patégenos potenciais (WOLFSCHOON-POMBO, 1984).

O aumento da acidez do queijo esta diretamente relacionado com o aumento da populacgao
de microrganismos mesofilos, psicrotroficos e principalmente as bactérias laticas, as quais sdo 0s

principais agentes da transformacao da lactose em &cido latico (SANGALETT], 2009).
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FIGURA 8 — Resultado da Analise de acidez dos Queijos Minas Frescal no decorrer de 20
dias adicionados de extrato de casca e améndoa de manga.
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Fonte: da autora, 2017

A formacdo do acido lactico é essencial para o sabor do queijo Minas Frescal, bem
como para sua qualidade e vida de prateleira. Entretanto, um excesso na producdo de acido
lactico pode conduzir a um sabor muito &cido no queijo e descaracterizar o produto
(CASAGRANDE; WOLFSCHOON-POMBO, 1988).

Neste trabalho, observou-se que, nas enumeragdes dos microrganismos, as populagdes
de bactérias presentes no queijo minas frescal estdo diretamente relacionados com os valores
obtidos de pH e acidez, uma vez que o aumento dos microrganismos resultou em diminuicao
dos valores de pH e aumento de acidez. Em estudo conduzido por Sangaletti et al. (2007), os
autores observaram uma correlacdo linear entre 0 aumento da populacdo dos microrganismos

e elevacdo da acidez.

5.5 ANALISE MICROBIOLOGICA

A contagem de Coliformes a 45°C nos queijos durante os 20 dias de armazenamento
estdo apresentadas na Tabela 4. De acordo com a Resolu¢do RDC n° 12/2001, o Queijo Minas
Frescal deve possuir um limite maximo de 5x10° UFC/g de Coliformes a 45°C, quanto
adicionados de bactérias lacticas, no caso dos queijos produzidos com leite cru para fins
académicos essas bactérias ja estavam presente (ANVISA, 2001). Observa-se que 0 queijo
controle (sem adicdo de extrato) obteve um aumento na contagem de microrganismo quando
comparado aos queijos com extrato.

Podemos observar que os queijos formulados com o extrato de améndoa e casca de

manga tiveram um crescimento menos acelerado, chegando com 20° dia com uma contagem
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inferior ao estabelecido pela legislagdo RDC n°12/2001, isto se deve ao efeito bacteriostatico
exercido pelo extrato nas células de coliformes a 45°C.

Santos (2014) realizou um estudo com queijo minas frescal contendo o extrato de
améndoa de manga Tommy Atkins, observando resultados semelhantes na contagem de
Escherichia coli no decorrer de 20 dias. O queijo com 0 extrato apresentou boa resisténcia ao

crescimento microbiano durante 0 armazenamento.

TABELA 4 - Populagdes de coliformes a 45°C nos queijos durante os 20 dias de
armazenamento para 0s queijos controle, com extrato de améndoa Tommy, com extrato de
améndoa coquinho, com extrato de améndoa espada e com extrato de casca de manga espada.

Coliformes a 45°C (NMP/g)
Tratamentos 0 dia 5°dia 10°dia 15°dia 20°dia
Controle 2x10°%  4,2x10® 4,3x10” 1x10* 4,1x10*
Extrato Améndoa Tommy  9,4x10° 1,1x10%®° 1,1x10®® 1,8x10%* 4,3x10%
Extrato Améndoa Coquinho ~ 9,4x10° 1,1x10%* 1,1x10%®° 1,8x10® 4,3x10%
Extrato Améndoa Espada 9,4x10° 1,1x10%®* 1,1x10®® 1,8x10%* 4,3x10%
Extrato Casca de Espada 9,4x10° 1,1x10%®* 1,1x10®® 1,8x10%* 4,3x10%

Medias seguidas das mesmas letras, na mesma coluna, ndo apresentaram diferencas significativa de acordo
com o teste de tukey a p<0,05.
Fonte: da autora, 2017

A contagem de Staphylococus coagulasse positiva nos queijos durante os 20 dias de
armazenamento estdo apresentadas na Tabela 5. De acordo com a Resolucdo RDC n° 12/2001,
0 Queijo Minas Frescal deve possuir um limite maximo de 5x10° UFC/g para queijos
adicionados de bactérias lacticas, como no caso do queijo produzido com leite cru para fins
académicos (ANVISA, 2001). Observa-se que 0 queijo controle obteve um grande aumento
na contagem quando comparado aos queijos com extrato. Pode-se observar que a contagem de
todos os queijos extrapolam os limites estabelecidos pela RDC n°12/2001, mas com contagens
em dias diferentes, o queijo controle se encontra impréprio para o consumo ja no 5° dia com
9,42x10% UFC/g e os demais queijos no 5° dia com exce¢do do queijo com e améndoa de
manga Espada que extrapolam o limite somente no 10° dia com 4,08x10° UFC/g e 6,23x10°
UFC/g respectivamente.

Apesar de a contagem ultrapassar o limite da legislacdo, podemos notar que 0s queijos
com extrato de casca e améndoa tiveram um desenvolvimento microbiano menor quando

comparado ao queijo controle no decorrer de 20 dias.
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TABELA 5 — Contagem de Staphylococus coagulasse positiva nos queijos durante os 20 dias

de armazenamento para os queijos controle, com extrato de améndoa Tommy, com extrato de

améndoa coquinho, com extrato de améndoa espada e com extrato de casca de manga espada.
Staphylococus coagulasse positiva (UFC/g)

Tratamentos 0 dia 5° dia 10° dia 15° dia 20° dia
Controle 5,82x10% 9,42x10** 5,6x10" 1,51x10°* 3,06x10°*
Extrato Améndoa Tommy  4,13x10%° 4,97x10%®° 4,08x10* 6,94x10*" 1,34x10"
Extrato Améndoa Coquinho ~ 4,83x10%°  6,08x10%* 6,23x10* 7,50x10*® 2,06x10"
Extrato Améndoa Espada  4,29x10%®  4,93x10® 6,97x10* 8,47x10** 2,89x10*
Extrato Casca de Espada  4,38x10°° 6,78x10%° 5,33x10%® 7,19x10* 2,14x10%

Medias seguidas das mesmas letras, na mesma coluna, nédo apresentaram diferencas significativa de acordo com
o teste de tukey a p<0,05.
Fonte: da autora, 2017

Para Salmonella e Listeria monocytogenes a legislacgdo RDC n°12/2001 estabelece
auséncia desses microrganismos no queijo minas frescal, fato esse comprovado para 0s
queijos com extrato de casca e améndoa de manga que no, decorrer de 20 dias, ndo foi
verificado a presenca. J4 para a amostra controle se comprovou a presenca de ambos 0s
microrganismos no 15° dia e no 20° dia,tornando esse queijo impréprio para 0 consumo.

Segundo Silva et al., (2003), Kabuki et al., (2004) e Kells; Gilmour, (2004) tem sido
cada vez mais comum a presenca da Listeria monocytogenes e da Salmonella em produtos
lacteos, em especial no queijo minas frescal. Na industria de laticinios, as principais vias de
introducdo desse patdgeno sdo o leite cru, os utensilios e 0s equipamentos contaminados, 0
solo carreado pelas botas e roupas dos trabalhadores, o ar, o sistema de ventilacdo, a agua
empocada e/ou condensada e os carros de transporte, além da possibilidade dessa ser carreada
por operarios ou visitantes doentes (SWAMINATHAN, 2001). Vale ressaltar que algumas
cepas desses microrganismos podem permanecer no ambiente de processamento durante
meses ou anos. O que torna fundamental a utilizacdo de produtos como o extrato de manga

para inibir o desenvolvimento dessas bacteérias.

5.6 ANALISE SENSORIAL

A analise sensoral do queijo contou com 72 provatores ndo treinados sendo 54,86% do
sexo masculino e 45,20% do sexo feminino, com idades entre 18 anos a 54 anos.

Foi obsevado que a amostra controle (sem adicdo de extrato) apresentou a melhor
média de notas em todos os atributos, dados que podem ser obsevados na Tabela 6. Todas as

amostras apresentaram uma diferenga na coloracdo, tendo a amostra de queijo com extrato de
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casca de Espada recebido a menor nota devido a sua coloracdo levemente escura em relacdo
as demais. O aroma dessa mesma amostra também apresentou a menor nota. J& a mais aceita
pelo provadores, além da amostra controle, foi a amostra com extrato de améndoa de manga

espada.

TABELA 6 - Media das notas atribuidas da escala hedonica de 9 pontos, para as diferentes
formulcdes de queijo Minas Frescal e seus atributos pelos provadores na analise sensorial.

Tratamentos Cor Aroma Textura Sabor
Controle 8,95 8,42° 8,73° 8,93

Extrato Améndoa Tommy 8,81" 8,06" 7,99° 8,43"
Extrato Améndoa Espada 8,84" 8,23 8,21° 8,01°
Extrato Casca de Espada 8,68° 7,95 8,05" 7,08°

Medias seguidas das mesmas letras, na mesma coluna, nao apresentaram diferencas
significativa de acordo com o teste de tukey a p<0,05.

Fonte: da autora, 2017

Segundo a textura a amostra de queijo com extrato de améndoa Tommy apresentou a
menor nota 7,99 (gostei moderadamente), seguida do queijo com extrato de casca de espada
que, estatiscamente, ndo se diferenciam entre si. Ja as melhores notas foram para o queijo
controle com 8,73 e queijo com extrato de améndoa de espada com 8,21.

Quanto ao sabor, a amostra com extrato de améndoa de manga Tommy Aktin
apresentou melhor nota depois do queijo controle seguida da amostra com extrato de améndoa
de manga espada e com a nota menor o queijo formulado com extrato de casca de espada.

De modo geral todas as amontras tiveram um nota de aceitacao alta, monstrando que
as diferencas foram pouco percebidas pelos provadores, exceto para a formulacdo com extrato
de casca de manga espada que foi menos aceita .

Conforme os dados encontrados, as notas médias apresentadas para a aceitabilidade
geral apresentam nota 9 para o queijo controle, 8,32 para 0 queijo com extrato de améndoa de
manga Tommy Aktin e extrato de manga Espada, (Figura 8) monstrado que ndo existe
diferenca sigficativa ao nivel de 5% em ambas formulacdes e 7,94 para queijo com extrato de

casca de manga Espada que apresentou a menor aceitacdo por parte dos provadores.
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FIGURA 9 — Notas da aceitabilidade geral das formulagdes de Queijo Minas Frescal
adicionados de extrato de casca e améndoa de manga.

Aceitabilidade Geral

9,5

9

8,5

8

7,5

7
Nota

Controle Améndoa Tommy Ameéndoa Espada Casca Espada

Fonte: da autora, 2017

6 CONCLUSAO

Extratos de casca e améndoas de mangas sdo potenciasi antimicrobianos naturias
para E. coli e S. aures.

Na fabriacacdo de quejo Minas Frescal, o extrato de améndoa de manga Tommy
Aktin, apresentou melhores resultados em relacdo a qualidade microbiologica e sensorial, mas
como ja foi relatado no decorrer do trabalho esse tipo de manga é mais utilizado como manga
de mesa gerando um residuo domestico.

O queijo produzido com améndoa de manga Espada também apresentou bons
resultados em relacdo a qualidade microbiologica e sensorial, € um tipo de residuo regerado
pelas industrias de suco que pode vim a ser explorado.

O queijo produzido com casca de manga Espada foi o que apresentou um resultado

insatisfatorio tanto para a reducdo da contagem de microrganismo e aceitacdo sensorial.
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