UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

TALITA DE SOUZA GOES

EXTRATO CONCENTRADO DE CAROTENOIDES OBTIDO A PARTIR DA FIBRA DO
PEDUNCULO DE CAJU: CARACTERIZACAO, ESTABILIDADE DURANTE O
PERIODO DE ARMAZENAMENTO E APLICACAO EM QUEIJO DE LEITE DE

CABRA TIPO COALHO

FORTALEZA
2017



TALITA DE SOUZA GOES

EXTRATO CONCENTRADO DE CAROTENOIDES OBTIDO A PARTIR DA FIBRA DO
PEDUNCULO DE CAJU: CARACTERIZACAO, ESTABILIDADE DURANTE O
PERIODO DE ARMAZENAMENTO E APLICACAO EM QUEIJO DE LEITE DE CABRA
TIPO COALHO

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pé6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, da Universidade Federal do
Ceard, como requisito final a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Area de concentracéo: Ciéncia e
Tecnologia de Produtos de Origem Vegetal.

Orientadora: Profa. Dra. Dorasilvia Ferreira
Pontes.
Coorientadora: Dra. Ana Paula Dionisio.

FORTALEZA
2017



Dados Intemacionais de CatalogagSo na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo module Catalog, mediante os dados fornecidos pelofa) autor(a)

GH5e  Goes, Talita de Souza.
Extrato concentrado de carotenoides obtido a partir da fibra do pedincule de caju:
caracterizagio, estabilidade durante o periodo de armazenamento e aplicagio em queijo de
leite de cabra tipo coalho [ Talita de Souza Goes. — 2017.
111 £ :il. color.

Dissertagio (mestrada) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias,
FPrograma de Pos-Graduagio em Ciéncia & Tecnclogia de Alimentos, Fortaleza, 2017.

Orientagdo: Profa. Dra. Dorasilvia Femeira Pontes.

CoorientagSo: Profa. Dra. Ana Paula Dionisic.

1. Fibra residual do pedinculo de caju. 2. Estabilidade. 3. Queijo de leite de cabra_ . Titulo.

COD 664




TALITA DE SOUZA GOES

EXTRATO CONCENTRADO DE CAROTENOIDES OBTIDO A PARTIR DA FIBRA DO
PEDUNCULO DE CAJU: CARACTERIZACAO, ESTABILIDADE DURANTE O
PERIODO DE ARMAZENAMENTO E APLICAC}AO EM QUEIJO DE LEITE DE CABRA
TIPO COALHO

Dissertacao apresentado ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, da Universidade Federal do
Ceara, como requisito final para obtencgéo
do titulo de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Area de
concentragdo: Ciéncia e Tecnologia de
Produtos de Origem Vegetal.
Aprovada em:14/07/2017.
BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Dorasilvia Ferreira Pontes (orientadora)
Universidade Federal do Ceara - UFC

Dra. Ana Paula Dionisio (coorientadora)

Embrapa Agroindustria Tropical

Profa. Dra. Stella Regina Arcanjo de Medeiros
Universidade Federal do Piaui - UFPI

Dra. idila Maria da Silva Araujo

Embrapa Agroindustria Tropical

Profa. Dra. Ana Carolina da Silva Pereira
Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB)



A Deus.
A minha amada mae e avo,
SoOnia e Salomé.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pelo dom da vida, por ser minha luz e forca, por estar
sempre presente em todos os momentos e por ter permitido a execucao e o término
deste trabalho.

A Universidade Federal do Ceara, a todo corpo docente que participou da minha
formacdo desde a graduacdo, e a todos os que fazem parte do Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

A minha orientadora professora Dra. Dorasilvia Ferreira Pontes, pela orientacéo,
confianga e amizade, e por ser um exemplo de profissional.

A minha coorientadora Dra. Ana Paula Dionisio, pela confianga, orientacao,
amizade, apoio, paciéncia, pelo conhecimento repassado e ajudas prestadas, ndo sé no
mestrado, mas durante toda minha vida académica desde a graduacao.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa (CNPAT) pelo
financiamento do projeto e pela estrutura, que permitiram a realizacéo deste trabalho.

Ao Dr. José do Egito da Embrapa Ovinos e Caprinos pela parceria e pelo
desenvolvimento, em parte, desse projeto.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES pela
concesséo da bolsa de mestrado.

Aos pesquisadores da Embrapa Agroindustria Tropical, Dra. Ana Paula Dionisio,
Dr. Nédio Jair, Dra. Socorro Bastos, Dra. Fatima Borges, Dra. Débora Garruti pela
amizade e confianca em mim depositados, permitindo a realizacdo deste projeto de
mestrado, além do incentivo, apoio técnico e cientifico, que foram de grande
importancia para o meu crescimento profissional e intelectual.

Aos analistas e técnicos da Embrapa AgroindUstria Tropical, Claudia Pinto, idila
Araujo, Arthur Claudio, Fernando Abreu e Marcia pela paciéncia, atencdo e apoio a mim
dedicados.

Aos meus amigos embrapianos Mayara, Jonhnathan, Lais, Bruno, Jéssica,
Larissa, Tiago, Leticia, Karine pelo companheirismo, apoio, paciéncia e compreensao
nos meus momentos de dificeis. A minha amiga e best Marcinha que sempre me deu

apoio e forca durante todo o mestrado.



A minha mae Sonia pelo apoio incondicional durante toda a minha vida
académica, pelas oragdes, por sempre se fazerem presentes em minha vida, pelos
ensinamentos, por nunca medirem esforcos para me ajudar, por todo o amor, carinho,
paciéncia e atencdo que sempre a mim dedicaram e a minha vo Salomé (in memoriam)
gue sempre me ajudou durante toda minha vida estudantil e comec¢o do meu mestrado.

Ao meu namorado Wilckson pelo apoio, compreensao, incentivo, paciéncia,
companheirismo e por sempre lembrar que 0 meu sonho sempre foi a carreira
académica.

A todos aqueles que colaboraram de forma direta ou indireta para a realizacdo
desse trabalho, meus sinceros agradecimentos! Que Deus os abengoe!

Muito Obrigada!



RESUMO

A ascensdo do mercado de produtos naturais segue uma tendéncia mundial de
aumento da demanda por produtos que proporcionem saude e bem-estar. Dentre estes
produtos, destacam-se aqueles ricos em carotenoides, pois proporcionam cor e aporte
nutricional. O extrato concentrado de carotenoides obtido a partir das fibras residuais do
caju € um produto que vem sendo estudado na Embrapa Agroindustria Tropical. As
fibras passaram pelas etapas de prensagem, filtracdo, centrifugacdo, microfiltracdo e
pasteurizagdo. Porém, ndo foi estudado a sua estabilidade e nem a aplicagdo em
alimentos. Nesse sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade quimica,
fisico-quimica, fisica e microbiolégica durante 180 dias em armazenamento refrigerado
(5°C) do extrato concentrado de carotenoides obtido a partir de dois clones comerciais
da Embrapa Agroindustria Tropical: o CCP-76 e BRS-189, avaliar a toxicidade in vivo
através do ensaio com Artemia salina, como o desenvolvimento e estabilidade de um
queijo de leite de cabra tipo “coalho” adicionado do extrato frente ao armazenamento
refrigerado (5°C) por 30 dias. O extrato obtido foi denominado de amostra CCP-76 e
amostra BRS-189. Os resultados indicaram que amostra CCP-76 apresentou valores
estaveis para umidade, atividade de &gua, teor de carotenoides totais e do valor do
parametro de cor a* no decorrer do armazenamento, enquanto a amostra BRS-189
apresentou parametros estaveis para atividade de agua e para o parametro de cor a*
durante o armazenamento. Na analise microbiolégica ndo constatou presenca
coliformes fecais, E.coli e Salmonella ssp para ambas as amostras. Na analise de
potencial zeta observa-se que apenas a amostra CCP-76 apresentou-se estavel
durante o periodo de 150 dias. Na analise de fendlicos por UPLC observou-se que a
amostra CCP-76 apresentou trés acidos anacardicos em sua composi¢do (monueno,
dieno e trieno). O bioensaio com Artemia salina apresentou que ambas as amostras
nao sao téxicas. Os queijos de leite de cabra tipo “coalho” foram denomidados de
controle e com extrato, e avalidada a estabilidade desses durante 30 dias, em dois
tempos (1° e 30° dias), em armazenamento refrigerado (5°C). A adicdo do extrato de
carotenoides proporcionou uma diferenca significativa entre as amostras para 0s

valores de umidade, acidez, pH, carotenoides, parametros de cor L*, a*, b*. Na textura



instrumental, de uma forma geral, o controle diferiu significativamente (P< 0,05) da
amostra com extrato. No decorrer do armazenamento verificou-se que apenas a
umidade, pH e o teor de B-caroteno apresentaram difererenca significativa (P< 0,05)
para ambas as amostras. Em relacdo a aceitacdo dos queijos, os resultados mostram
qgue houve difrenca significativa (P< 0,05) entre as amostras. De uma forma gral, a
adicdo do extrato nao proporcionou diferenca significativa no perfil sensorial dos
queijos. Conclui-se que a amostra CCP-76 pode ser adicionada as matrizes
alimenticias, pois possui uma melhor estabilidade da emulsdo e dos carotenoides
durante o armazenamento. J& em relacdo aos queijos, a amostra com extrato é um
produto diferenciado de coloracdo amarela, com valor nutricional agregado e de boa
aceitacdo sensorial, apresentando-se como um novo produto que podera ser

disponibilizado no mercado.

Palavras-chave: Anacardium occidentale. Toxicidade. Vida de prateleira. Clones de

caju. Derivados do leite.



ABSTRACT

The rise of the natural products market follows a worldwide trend of increasing demand
for products that provide health and well-being. Among these products, those that are
rich in carotenoids stand out because they provide color and nutritional contribution. The
concentrated extract of carotenoids obtained from the residual cashew fibers is a
product that has been studied in Embrapa Agroindustria Tropical. The fibers passed
through the stages of pressing, filtration, centrifugation, microfiltration and
pasteurization. However, their stability and application to food have not been studied. In
this sense, the objective of this work was to evaluate the chemical, physical-chemical,
physical and microbiological stability during 180 days in refrigerated storage (5 ° C) of
the concentrated extract of carotenoids obtained from two commercial clones of
Embrapa Tropical Agroindustry: CCP- 76 and BRS-189, to evaluate in vivo toxicity
through the Artemia saline assay, such as the development and stability of a rennet goat
cheese added to the refrigerated storage (5¢C) for 30 days. The obtained extract was
denominated of sample CCP-76 and sample BRS-189. The results indicated that the
CCP-76 sample presented stable values for moisture, water activity, total carotenoid
content and color parameter value a * during storage, while the BRS-189 sample
showed stable parameters for water activity and for the color parameter a * during
storage. In the microbiological analysis no fecal coliforms, E.coli and Salmonella ssp
were found for both samples. In the zeta potential analysis, only the CCP-76 sample
was stable during the 150-day period. In the analysis of phenolics by UPLC, it was
observed that the sample CCP-76 presented three anacardic acids in its composition
(monueno, diene and triene). The bioassay with Artemia salina showed that both
samples are non-toxic. The cheeses of goat's milk were denominated control and with
extract, and their stability was evaluated during 30 days, in two times (1st and 30th
days), in refrigerated storage (5 ° C). The addition of the carotenoid extract provided a
significant difference between the samples for the values of humidity, acidity, pH,
carotenoids, color parameters L *, a *, b *. In the instrumental texture, in general, the
control differed significantly (P <0.05) from the sample with extract. During storage, only
moisture, pH and B-carotene content showed a significant difference (P <0.05) for both



samples. Regarding the acceptance of the cheeses, the results show that there was
significant difference (P <0.05) among the samples. In a general way, the addition of the
extract did not provide significant difference in the sensorial profile of the cheeses. It is
concluded that the CCP-76 sample can be added to the food matrices because it has a
better stability of the emulsion and carotenoids during storage. In relation to cheeses,
the sample with extract is a differentiated product of yellow color, with nutritional value
added and good sensory acceptance, presenting itself as a new product that can be
made available in the market.

Keywords: Anacardium occidentale. Toxicity. Shelf Life. Cashew clones. Milk

derivatives.
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1 INTRODUCAO

O caju (Anacardium occidentale) € uma das principais culturas frutiferas da
regido Nordeste, sendo o Ceara, Rio grande do Norte e Piaui os principais produtores.
No Nordeste do Brasil, em virtude do incentivo da fruticultura irrigada e das inUumeras
industrias de beneficiamento instaladas nessa regido, existe uma crescente
disponibilidade de subprodutos oriundos do processamento de sucos tropicais. Dentre
as muitas potencialidades desses recursos, 0s residuos da industria de beneficiamento
de caju ocupam lugar de destaque (RODRIGUES, 2010).

A extracao de suco de caju gera um grande volume de residuo agroindustrial, de
aproximadamente 40% de fibras residuais, 0 que pode ocasionar graves problemas
ambientais (DANTAS FILHO, 2010; RODRIGUES et al., 2008). Entretanto essas fibras
sdo consideradas produtos de alto valor agregado devido a sua composicéo,
principalmente por compostos fendlicos e carotenoides (ALCANTARA et al., 2009).
Logo, tendo em vista o seu potencias, estudos vém sendo realizados para o
aproveitamento destas fibras a fim de obter produtos diferenciados de alto valor
agregado, tais como suplementos e hamburgueres (RUFINO et al., 2010; LIMA et al.,
2011) e o extrato concentrado de carotenoides( ABREU et al., 2013).

Estudos realizados pela Embrapa em parceria com o CIRAD/Franca (Centre de
Coopération Internationale em Resecherche Agronomique pour le Développement),
entre 2008 — 2012, com as fibras residuais do processamento do caju, resultaram em
um processo composto por diversas rotas tecnoldgicas, que culminam na obtencao do
extrato concentrado de carotenoides por microfiltracdo, o qual possui potencial de uso
como um corante natural amarelo intenso, podendo vir a substituir a tartrazina (corante
artificial) que vem sendo relacionado a efeitos adversos a salde humana e assim o
extrato concentrado de carotenoides poderia ser uma possibilidade de uso em diversas
matrizes alimenticias (ABREU et al., 2013, ABREU, 2012).

Embora o processo de obtencdo do extrato tenha sido realizado, nenhuma
avaliacdo a respeito da estabilidade durante o periodo de armazenamento para que se

pudesse estabelecer a vida de prateleira do produto.
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Nesse contexto, o objetivo geral do trabalho foi avaliar a estabilidade do extrato
concentrado de carotenoides obtido das fibras residuais da industrializacdo do caju e 0
desenvolvimento de um queijo de leite de cabra tipo de coalho adicionado deste extrato
concentrado.

Para elaboracdo desta dissertacdo, o trabalho de pesquisa foi dividido em trés
capitulos. O primeiro capitulo apresenta uma revisdo bibliografica que aborda os
principais pontos envolvidos no trabalho, com destaque para corantes alimenticios,
carotenoides, microfiltracdo, leite de cabra e queijo coalho.

O segundo capitulo aborda a caracterizacdo e o estudo da estabilidade durante
180 dias em armazenamento refrigerado (5°C) do extrato concentrado de carotenoides.
Primeiramente, os extratos de carotenoides foram obtidos de dois clones CCP-76
(amostra CCP-76) e BRS-189 (amostra BRS-189), os quais posteriormente, as fibras
residuais, passaram pelos processos de prensagem sequenciais, filtracao,
centrifugacédo, microfiltracdo, pasteurizagdo, embalagem e armazenamento. Em
seguida, foram realizadas analises fisico-quimicas, quimicas, fisicas e microbiolégicas
nos tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias. Como também foram identificados os
acidos anacérdicos (amostra CCP-76) e avaliacao da toxicidade de ambos os extratos
concentrado de carotenoides frente ao ensaio com Artemia salina. Através dos
resultados foi possivel estabelecer a vida de prateleira do produto.

O terceiro capitulo trata do desenvolvimento do queijo de leite de cabra do tipo
coalho e o estudo de sua estabilidade durante 30 dias de armazenamento refrigerado
(5°C). Foram formulados dois queijos de leite de cabra tipo “coalho”, sem extrato
(controle) e com extrato concentrado de carotenoides, posteriormente realizadas as
analises quimicas, fisico-quimicas, fisicas, microbiologicas e sensoriais, assim como se

tragcou o perfil sensorial dos queijos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma planta tropical, pertencente a
familia das Anarcadiaceae, nativa do Brasil, dispersa em quase todo territério brasileiro
(ABREU et al.,2013). A Regidao Nordeste é a principal responsavel pela producao
nacional, sendo os estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui os principais
produtores de caju em 2016, o qual o Ceara foi o maior produtor (CONAB, 2016).

O caju possui notavel interesse nutricional e econdmico. E bastante conhecido
pela qualidade de sua castanha e pela riqueza em vitamina C, apresentando cerca de
190 mg /100 g de polpa de seu pedunculo avolumado, o qual corresponde a polpa
comestivel (RUFINO et al., 2010). Entre as diversas frutas tropicais, o caju, destaca-se
por possuir um potencial para aproveitamento agroindustrial na composicéao de bebidas
funcionais, fabricacéo de doces, frutas secas e cristalizadas, sucos, bebidas destiladas
e fermentadas (PAIVA et al., 2000).

A composicao fisico-quimica do pedunculo varia largamente em funcdo da
variedade, do estadio de maturacdo, do tamanho, da duracdo da colheita e de
variagdes ambientais regionais, entre outros fatores (SIMOES et al., 2001).

Na Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) a partir da década
de 60 comecaram os estudos sobre melhoramento genético do caju e no decorrer dos
anos houve uma intensificacdo desses estudos (LOPES, 2011). O melhoramento
genético tem com o objetivo desenvolver plantas de porte baixo (auxilia na colheita),
pedunculos com caracteristicas de colorac¢do, sabor, firmeza, aumento da vida de
prateleira e teor de fendlicos e carotenoides, e assim sendo destinados a
industrializa¢do ou consumo in natura (LOPES, 2011).

A Embrapa desenvolveu diversos clones de caju, sendo que alguns deles podem
ser verificados Tabela 1. Na Figura 1 apresentam-se 0s dois principais clones

comerciais e para consumo de mesa.
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Fonte: Agéncia Embrapa de Informacao Tecnoldgica

Tabela 1. Principais caracteristicas agroindustriais dos clones de cajueiro, no municipio
de Pacajus (CE).

Altura Didmetro _ Pezo Peso Porcentagem  Peso Coloracio
Clone da da Produti- da da de améndoal médio do do

planta  copa vidade castanha améndoa  castanha  pedinculs pedunculo
CCP 0o 2,1 4.5 283 a4 1.6 25,0 78,5 arnarela
CCP 09 2.5 4.6 412% T 2.1 273 7.0 laranja
CCP 76 2,7 5,0 1237 3,6 1,8 20,9 1350 laranja
CCP 1001 2. 5.0 547% 7.0 1.9 27.1 a4,6 laranja
EMBEREAPA SO 34 T 1261 11,2 3,0 26,8 1114 amnarela
EMBEREAPAS1 35 a8 1455 104 2.6 250 104,0 vermelha
ERS 189 3.2 5,9 562 7.8 2,1 26,8 1554 vermelha
BES 226 1.4 3.3 4704 97 27 278 102,68 laranja
BES 253 4.1 oS 1509 10,2 27 26,5 91,3 vermelha
BRS 265 2.5 5.0 1155 12,5 2.h 20,8 1152 vermelha
BES 274 5,13 11,00 1037 16,0 3.5 219 128,68 laranja
BRS 2175 5,37 9,7 1226 114 3.1 27,2 1050 laranja

Fonte: Agéncia Embrapa de Informagéo Tecnoldgica

O caju é formado pela castanha de caju (definida como o fruto e o principal

produto de exportacdo) e pelo pedinculo (Pseudofruto) (EMBRAPA, 2013). O

pedunculo ou pseudofruto € suculento, tem um sabor agradavel e é, de preferéncia,

comercializado como polpa congelada, suco e néctar, entretanto 0 seu processamento

acaba gerando uma grande quantidade de fibra residual (residuo agroindustrial

(QUEIROZ et al.,2011).

O pedunculo de caju tem sido utilizado em diversos estudos na area da saude,

devido ter na sua composi¢cdo os acidos anacérdicos, este pode ser utilizado para
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prevencdo de processos inflamatoérios, doengas gastrointestinais, hipertenséo arterial e
como agente antimicrobiano (CARVALHO et al., 2011, MORAIS et al., 2010, KONAN et
al 2007., PARASA et al., 2011).

Aproveitamentos da fibra residual de caju

Existe uma preocupacdo em relacdo ao descarte de residuos industriais, pois
estes podem trazer prejuizos ao solo, &gua, ar e paisagens, pois quando
incorretamente gerenciados tornam-se uma ameaca ao meio ambiente. O
aproveitamento de residuos agroindustriais possui um potencial na elaboracdo de
produtos diferenciados, a partir de frutos tropicais, e ainda assim minimizar os danos ao
ambiente que estes residuos resultam (SILVA, 2014).

O aproveitamento do pedunculo como o da fibra residual é de extrema
importancia, pois estes constituem uma fonte de compostos de alto valor agregado em
razao de suas propriedades funcionais em alimentos como, por exemplo, os fendlicos e
carotenoides (ABREU et al., 2013). Além disso, acdes voltadas para o desenvolvimento
de novos produtos a partir a partir de do pedunculo e da fibra residual poderéo resultar
em produtos de alto valor agregado e também auxiliar na reducdo nos custos de
producdo dos pequenos produtores tem sido uma busca constante junto as cadeias
produtivas agropecuarias (OLIVEIRA &IPIRANGA, 2009).

O pedunculo (ou “pseudofruto”) é utilizado para a extracdo de sucos e gera
aproximadamente 40% de bagaco de caju (DANTAS FILHO, 2010; RODRIGUES et al.,
2008; SILVA et al., 2004), este pode ser utilizados na alimentagcdo animal, minimizando
os problemas ambientais de descarte deste residuo. Porém, tal destino para o bagaco
pode ser considerado pouco nobre, ja que este constitui uma fonte de carotenoides,
compostos de alto valor agregado, em razdo de suas propriedades funcionais e de
coloracdo amarela intensa, extremamente interessante pelo seu potencial uso como
corante natural amarelo pelas industrias alimenticias (AZEREDO et al., 2006; ABREU,
2001).

Os residuos possuem elevado potencial, pois possuem acgucares, vitaminas e
sais minerais, sendo ricos em fibras e outros compostos com propriedades funcionais

(polifendis e carotenoides) (ABREU, 2001). Na literatura, ja existem alguns artigos
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relacionados ao aproveitamento integral do bagagco de caju no desenvolvimento de
novos produtos.

Alguns trabalhos realizados com o aproveitamento da fibra residual do caju ja
foram realizados, tais como: Azeredo et al. (2006) obteve compostos carotenoides a
partir da fibra residual proveniente do processamento do pedunculo de caju, pela adi¢céo
de pectinases ao bagaco; Broinizi et al. (2007), observou que o extrato da fibra residual
do pedunculo de caju possuia uma 6tima atividade antioxidante. Santana e Silva (2008)
obteve uma farinha da fibra residual do caju e em seguida desenvolveram biscoitos
ricos em acuUcares e fibra, com alto valor nutritivo e boa aceitacdo; Abreu (2001)
observou que o bagaco de caju constitui uma fonte de polifendis e carotenoides que
possuem alto valor agregado em funcao de suas propriedades funcionais em alimentos,
além do poder corante dos carotenoides; Barbosa et al. (2010) obtiveram carotenoides
e flavonoides a partir do bagaco de caju através da maceracdo enzimatica; Alcantara et
al. (2007) utilizou a fibra residual seca do caju como substrato em processo de
fermentacdo semissodlida na producdo de pectinases utilizando o microrganismos
Aspergillus niger; Couto et al. (2009) concentrou compostos volateis do extrato aquoso
hidrolisado da fibra residual do caju por evaporacdo e Macedo et al. (2009) produziu

biogas a partir da fibra residual de caju.

Corantes alimenticios

Corantes sao aditivos alimentares definidos como toda substancia que confere,
intensifica ou restaura a cor de um alimento. Segundo o item 1.2 da Portaria SVS/MS
540/97 (BRASIL, 1997), aditivo é qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos
alimentos com o objetivo de modificar as suas caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas ou sensoriais, durante sua fabricacdo, processamento, preparacéo,
tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenamento, transporte ou
manipulacéo, sem o proposito de nutrir.

De acordo com a resolucdo n° 44 da Comissao Nacional de Normas e Padrbes
para Alimentos (CNNPA), do Ministério da Saude (BRASIL, 1978), os corantes
permitidos para uso em alimentos e bebidas s&o classificados da seguinte forma:

corante organico natural € aquele obtido a partir de vegetal ou, eventualmente, de
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animal, cujo principio do corante tenha sido isolado com emprego de processos
tecnologicos adequado; corante organico artificial € aquele obtido por sintese organica
mediante o emprego de processos tecnologicos adequados e ndo encontrado em
produtos naturais; corante sintético idéntico natural € o corante cuja estrutura quimica &
semelhante a do principio isolado do corante organico natural. Desta forma, existem
trés categorias de corantes permitidas na legislacdo para o uso em alimentos no Brasil:
0S corantes naturais, o corante caramelo e os artificiais.

Os corantes artificiais pertencem a uma classe de aditivos sem valor nutritivo,
introduzido nos alimentos e bebidas com o Unico objetivo de conferir cor, tornando-os
mais atrativos. Por esse motivo, do ponto de vista da salde, os corantes artificiais em
geral ndo sao recomendados, justificando seu uso, quase que exclusivamente, do ponto
de vista comercial e tecnoldgico. Os Estados Unidos, que chegou a apresentar, no
inicio do século XX mais de 700 substancias com poder corante, hoje reduziu a
quantidade de corantes sintéticos para apenas nove, sendo dois de uso restrito (FDA,
2007). Com a criacdo da Unido Europeia, houve a necessidade de uma harmonizacao
entre os paises membros, com a permissdo de uso de 17 corantes artificiais em
alimentos e bebidas. Em alguns paises, como a Noruega e Suécia, 0 uso de corantes
artificiais em alimentos € proibido (PRADO, GODOQY, 2003; REYES, PRADO, 2001).

No Brasil, pela legislacédo vigente, através das Resolucdes n° 382 a 388, de 9 de
agosto de 1999 (BRASIL, 1999), sdo permitidos o uso de apenas 11 corantes artificiais
em alimentos e bebidas, sendo eles: Tartrazina (E-102), Amarelo Crepusculo (E-110),
Azorrubina (E-122), Amaranto (E123), Ponceau 4R (E-124), Eritrosina (E-127),
Vermelho 40 (E-129), Azul Patente V (E-131), Indigotina (E-132), Azul Brilhante (E-133)
e Verde Rapido (E143). Esses corantes fornecem ampla gama de cores,
proporcionando praticamente todas as tonalidades do espectro visivel de cor. Estes
apresentam, como principais vantagens, a elevada estabilidade frente a distintas
condi¢cbes de pH, temperatura, luz e exposicdo ao oxigénio; assim como um custo de
producédo relativamente baixo (NETTO, 2009). Entretanto pecam pelos prejuizos que
podem causar para a saude e pelas restricdes de uso determinadas pela legislagdo. Em

virtude disso, a substituicdo de corantes artificiais por corantes naturais tem se tornado
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cada vez mais realidade na industria de alimentos, impulsionada pelos consumidores
cada vez mais exigentes pela busca por alimentos naturais e seguros.

Contudo os corantes naturais ainda apresentam problemas de estabilidade frente
a temperatura, pH, luz e armazenamento por tempo prolongado (GUARALDO, 2010;
GHIDOUCHE et al., 2013). Para resolver o impasse, as industrias de alimentos tém
investido amplamente em pesquisas no desenvolvimento de corantes naturais que
sejam estaveis e seguros, do ponto de vista toxicoldgico.

Os corantes alimenticios sdo controlados principalmente pela Food & Drug
Administration e sdo submetidos a rigorosos testes de estabilidade, toxicidade,
genotoxicidade, efeitos alérgicos e outros testes importantes para a salde humana. No
entanto, estudos sobre os efeitos a salude causados pelos corantes artificiais sao
insuficientes e bastante contraditérios (GUARALDO, 2010). Dentre os efeitos nocivos
destes corantes sintéticos, podem-se citar a hipersensibilidade (alergias), hiperatividade
e carcinogenicidade, sendo que os efeitos adversos sdo mais pronunciados
especialmente em criancas (EL-WAHAB, MORAM, 2012).

Dentre os corantes artificiais, a tartrazina — que apresenta coloracdo amarela
intensa - tem despertado uma maior atencdo dos toxicologistas e alergistas, sendo
responsavel por varias reacdes adversas, causando desde urticaria até asma. A
ANVISA (BRASIL, 2007) relatou diversos efeitos adversos ao consumo de produtos que
contenham tartrazina em sua composicdo, como possiveis efeitos carcinogénicos,
asma, bronquite, rinite, rinorréia, nausea, broncoespasmos, urticaria, eczema, dor de
cabeca, hiperatividade, refluxo gastroesofagico e estresse. Estima-se que uma em cada
10 mil pessoas apresenta reacdes a esse corante. Entretanto, € um dos corantes mais
empregados em alimentos e € permitido em muitos paises, incluindo o Brasil (PRADO,
GODOY, 2003). Recentemente na Europa, um estudo com 300 criancgas (idade de 3, 8
e 9 anos) consumindo uma mistura de seis corantes alimenticios, dentre estes, a
tartrazina, exibiram uma quadro de hiperatividade. A partir de 2010, todos os alimentos
contendo um destes corantes sintéticos passaram a apresentar na rotulagem do seu
produto a seguinte alerta “o produto pode apresentar afeito adverso na atividade ou
atencao de criangas” (GALAFFU, BORTLIK, MICHEL, 2014).
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Além de efeitos adversos relacionados a alergenicidade, muitos corantes tem
sido associados a efeitos mutagénicos. Os primeiros testes de mutagenicidade
empregando corantes para alimentos ocorreram no inicio do século XX quando Fisher
demonstrou o efeito carcinogénico do corante vermelho escarlate. Desde entdo, varios
outros corantes tem sido testados. Em alguns deles foi encontrada acdo mutagénica
e/ou carcinogénica e seu uso tornou-se restrito ou proibido. O corante amarelo-
manteiga, por exemplo, € um corante usado ha algumas décadas para dar a margarina
a mesma coloracdo da manteiga. Entretanto, os testes evidenciaram um potencial
mutagénico e carcinogénico, tornado o seu uso proibido. Véarios corantes ja foram
avaliados quanto a mutagenicidade, e muitos mostraram resultados positivos
(ANTUNES, ARAUJO, 2000).

Carotenoides

Os carotenoides sao corantes naturais responsaveis pelas cores amarelas,
laranja e vermelho, utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica, de cosméticos e
racdo. Além de seu amplo uso como corantes e no enriquecimento de alimentos,
também sdo utilizados devido a sua atividade pré-vitaminica A e as propriedades que
resultam em possiveis funcdes bioldgicas benéficas a saude, tais como diminuicdo do
risco de doencas degenerativas, principalmente no que diz respeito a certos tipos de
cancer, doencas cardiovasculares, degeneracdo macular e catarata (VALDUGA et
al.,2009), o qual hoje ja € possivel encontrar mais de 600 variantes estruturais.

Os carotenoides podem ser extraidos de varios alimentos como do urucum,
acafrdo, paprica e tomate. No entanto, existem limitacdes na extracdo de pigmentos
naturais e isso dificulta a substituicAo dos corantes sintéticos. Para obtencdo de
corantes naturais os coprodutos oriundos do processamento de sucos tropicais vém
sendo utilizado, como exemplo temos as fibras residuais do caju, do tomate e das frutas
vermelhas para obter carotenoides e antocianinas.

A variedade de cor dos carotenoides e sua capacidade antioxidante estao
relacionados, especificamente, com a formacdo de anéis nas extremidades e pela
adicdo de atomos de oxigénio (HORST, MORENO, 2009).
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Os carotenoides tém a estrutura basica de tetraterpeno (Cyo), formado por oito
unidades isoprendides de cinco carbonos, ligados de tal forma que a molécula é linear,
com ordem invertida no centro (BOBBIO, BOBBIO, 2001), o qual essa estrutura pode
ser alterada por hidrogenacéo, desidrogenacdao, ciclizacado ou oxidagédo (VALDUGA et
al., 2009).

A maioria dos carotenoides proporciona uma atividade antioxidante, pois estes
gue possuem nove ou mais duplas ligacdes conjugadas, como por exemplo, o licopeno.
O licopeno é mais eficaz que o B-caroteno, pois esse possui onze duplas ligacdes
conjugadas e cadeia aciclica, enquanto o B-caroteno possui nove duplas ligacdes
conjugadas e cadeia ciclica nas extremidades (DI MASCIO, KAISER, SIES, 1989;
MCBRIDE, 1996), entretanto o B-caroteno possui uma alta atividade pro-vitaminica A,
pois na sua estrutura existe anel f com uma cadeia poliénica de 11 carbonos, logo o a-
caroteno e a a-criptoxantina tém cerca de 50% da atividade do B-caroteno, enquanto a
luteina, zeaxantina e licopeno ndo sao percussores de vitamina A (RODRIGUEZ-
AMAYA, KIMURA, AMAYA-FARFAN, 2008).

Na natureza existem duas classes de carotenoides, que sdo: 0s carotenos, tais
como B-caroteno, hidrocarbonetos lineares que podem ser ciclizados em uma ou ambas
as extremidades da molécula, e as xantofilas que sao derivados oxigenados de
carotenos, tais como luteina, violaxantina, neoxantina e zeaxantina (HU et al., 2006).

Podem-se observar as estruturas dos carotenoides mais comuns estao expostas

na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura quimica de alguns carotenoides (AMBROSIO et al, 2006).
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A produgéo industrial de B-caroteno comegou em 1954 e, desde entéo, a sintese
comercial de carotenoides vem sendo desenvolvida. Atualmente, os Estados Unidos,
seguido da Europa, sdo os principais responsaveis pelas vendas no mercado global de
carotenoides. A empresa DSM Nutritional Products representa o maior produtor mundial
de carotenoides sintéticos, a BASF € o segundo produtor, e em conjunto, representam
cerca de 55% do mercado mundial de carotenoides (PRWEB, 2011; SILVEIRA, OKADA
e CAMPOS-TAKAKI, 2014). Devido a todas as caracteristicas apresentadas pelos
carotenoides, o mercado mundial destes compostos vem aumentando anualmente. Em
2007, foi de 766 milhdes de doblares e espera-se que haja um aumento expressivo,
chegando a 2.3 bilhGes de ddélares em 2019 (PRWEB, 2011; SILVEIRA, OKADA e
CAMPOS-TAKAKI, 2014).

Os carotenoides produzidos por métodos bioldgicos (processos biotecnoldgicos
ou extracdo de plantas) tém surgido como um crescente segmento do mercado
industrial. Eles sdo aplicados em alimentos, como suplemento nutricional, e em
indUstrias cosmética e farmacéutica. Desde o inicio dos anos 80, varias companhias
biotecnolégicas tém desenvolvido métodos para produzir pigmentos em culturas
bacterianas, de algas e fungos (VALDUGA et al., 2009).

Porém, o custo relacionado a processos biotecnoldgicos e dificuldades de
extracdo de carotenoides intracelular tem dificultado a busca por estes processos,
tornando-o0 uma estratégia cada vez mais desafiadora. Mais recentemente, uma area
que tem despertado bastante interesse € a obtencdo de corantes naturais através da
extracdo de coprodutos industriais, diminuindo 0s custos e problemas ambientais do

descarte deste material, e agregando valor a coprodutos industriais (VARGAS, 2015).

Microfiltracéo

A tecnologia de membranas apresenta-se como uma alternativa para a obtencéo
de compostos bioativos e separagdo de pigmentos, uma vez que permite a
concentracdo de compostos sem mudanca de fase, ndo utiliza produtos quimicos e
possibilita a protecdo dos compostos que sao sensiveis ao calor. (BOROVIK, 2011;
CORREA, 20186).
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Essas tecnologias vém sendo bastante estudadas, pois reduzem as perdas
sensoriais, funcionais e nutricionais que podem ocorrer n0s Processos comumente
utilizados para conservacdo, clarificacdo e concentracdo de sucos de frutas
(MONTEIRO, 2011; FERREIRA, 2011).

A tecnologia de membrana é uma tecnologia emergente que a cada momento
vem avangando no mercado devido a sua enorme eficacia. Os processos utilizados séo
a microfiltragéo, ultrafiltragédo e osmose Inversa (KOROKNAI et al., 2008), entretanto a
microfiltracdo e a ultrafiltracdo sdo os processos de maior interesse para a industria de
alimentos (CHERYAN, 1998).

Nessas tecnologias, consegue-se obter sucos e bebidas clarificados com baixa
ou isenta carga microbiana, além da obtencdo de pigmentos, como os carotenoides
(CARNEIRO et al.,, 2000; MATTA, CABRAL e SILVA, 2004), ,como também uma
reducdo da atividade enzimética em sucos e agua de coco (MERCON et al., 2003;
MAGALHAES et al., 2005).

Os processos de separacdo por membranas sdo baseados na permeabilidade
seletiva de um ou mais componentes de uma mistura liquida ou gasosa, através de
uma membrana, utilizando-se de uma forca motriz, o qual depende dos diferentes
processos (BARRETO, 2008; STOFFEL; MOREIRA, 2013). Estes s&o energeticamente
favoraveis, pois promovem a separacdo dos componentes em temperatura ambiente e
sem mudanca de fase (BARRETO, 2008).

Um dos estudos realizados por Matta et al. (2010) utiliza a parte retida do
processo para a producdo de um suco misto de acai, banana e guarana a partir da
parte retida do processo de microfiltracdo. O produto obtido teve uma boa aceitacao
sensorial, além de um alto teor de fendlicos.

Os materiais utilizados para a fabricacdo das membranas sado de materiais
organicos ou inorganicos (ceramica). Entretanto as membranas que sao fabricadas com
materiais inorganicos possuem maior resisténcia a solventes e estabilidade térmica
(BARRETO, 2008). Porém as membranas de natureza organica possuem menor custo
de producao, apresentam uma maior vida Gtil, podem operar em uma larga faixa de pH

e temperatura, aléem de a limpeza da membrana ser mais eficiente (BAKER, 2004).
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O processo ocorre através dos poros da membrana, pela acdo da for¢ca motriz
aplicada, permitindo a passagem da agua e de moléculas de baixo peso molecular, tais
como sais, acucares, vitaminas (permeado) e assim na fase retida/ concentrado as
moléculas de alto peso molecular (substancias coloidais, proteinas e contaminantes
microbianos) (BARRETO, 2008).

A microfiltragdo € um processo realizado com membranas porosas entre 0,1 a 10
mm (100 e 10.000 nm), a qual utiliza um sistema a baixa pressédo (maximo 3 bar),sendo
gue esse processo € indicado para a retencao de materiais em suspensao e emulséao e
de microrganismos contaminantes. (BARRETO, 2008).

Sendo assim, a microfiltracdo (MF) € amplamente empregada em diversas areas,
tais como: purificagdo da agua e tratamento de efluentes (KONH et al., 2010), na
industria alimenticia (DAVEY; ZOU, 2015), e na industria farmacéutica (YANG et al
,2014).

Desenvolvimento de produtos.

O desenvolvimento de novos produtos € um fator essencial para a sobrevivéncia
e crescimento das industrias alimenticias, sendo um meio importante para a criacao e
sustentacdo da competitividade. Muitas industrias acreditam que os investimentos
nessa area € um fator estratégico para manterem-se fortes para a concorréncia e assim
continuarem atuando no mercado (TONI et. al, 2005).

Existe uma grande expectativa a adesdo aos novos produtos no mercado, assim
diminuindo a fidelidade as marcas e tornando o mercado de alimentos ainda mais
competitivo. Entdo, esse fator tem obrigado as empresas a buscarem maior agilidade e
eficiéncia na questédo do desenvolvimento de novos produtos (BRAGANTE, 2014).

O desenvolvimento de um produto alimenticio € um processo de natureza
multidisciplinar e complexo que envolve uma sequéncia de atividades com a finalidade
de conceber, desenvolver e comercializar um novo produto (WILLI et. al, 2014). Um
novo produto é elaborado a partir da incorporacdo de algum composto ou ingrediente
gue traga uma melhoria ao produto (VALVASSORI, 2010).

Segundo Brasil Foods Trends 2020 (2017), as tendéncias e exigéncias dos

consumidores estao relacionadas a sensorialidade e prazer, saudabilidade e bem estar
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(ex.: alimentos funcionais), conveniéncia e praticidade, confiabilidade e qualidade, e
sustentabilidade e ética.

A crescente preocupacdo dos consumidores com o0 bem-estar e saude tem
ocasionado um maior procura por alimentos mais saudaveis, que tragam benéficos a
saude. Logo, havera um aumento na procura por produtos com capacidade
antioxidantes, ricos em vitaminas E e C, por carotenoides e por compostos fenélicos
(Brasil Foods Trends (2010), 2017).

O leite de cabra e seus derivados vém se tornado uma alternativa promissora no
desenvolvimento de novos produtos, ja que possuem caracteristicas funcionais
benéficas a salude humana, como por exemplo, melhor digestibilidade e menor
percentual de gordura que o leite bovino, além de serem indicados por médicos e
nutricionistas para publicos especificos, como pessoas com intolerancia ao leite de
vaca, criangas, idosos ou simplesmente aqueles que desejam um produto e uma
alimentacdo mais saudavel (EMBRAPA, 2014).

Leite de cabra

A espécie caprina encontra-se difundida em grande parte do mundo com 74%
dos rebanhos distribuidos nas regifes tropicais e aridas (OLIVEIRA, 2013). Dados da
FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) estimam que o rebanho
caprino mundial, em 2014, era de aproximadamente 1,06 bilhdo, entretanto a maior
producao esta concentrada em paises em desenvolvimento.

Em 2016, o Brasil possuia o0 22° rebanho mundial caprino, sendo concentrado na
regido Nordeste a maior produgédo como pode ser observado no Figura 2 (IBGE, 2015).
Entretanto, a indastria de leite e derivados de leite de cabra no Brasil ainda encontra
algumas limitacbes como a falta de informacdo e conhecimento e o costume de
consumir alimentos lacteos do leite de cabra.

Na Figura 2 pode-se observar a tendéncia do rebanho caprino entre os anos de
2005 a 2014, com énfase na producdo no Nordeste, onde representa sua principal

regido de produgéo.
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Figura 3- Rebanho caprino no Brasil e Nordeste e sua tendéncia de 2005 a
2014.

Conforme a legislacéo brasileira define-se leite de cabra como “produto normal,
fresco e integral, obtido da ordenha completa e ininterrupta de animais sadios, bem
alimentados e em repouso” (BRASIL, 2000). No Brasil, a Instru¢cdo Normativa 37 do
MAPA que relata sobre os padrdes de identidade e requisitos minimos de qualidade do
leite de cabra destinado ao consumo humano, mostra que os padrées minimos séo
2,8% de proteina bruta, 4,3% de lactose, 8,20% solidos ndo gordurosos e 0,7% de
cinzas (BRASIL, 2000).

O leite de cabra destaca-se pela sua composicdo quimica devido a matérias
organicas e nitrogenadas, caseina e albumina, necessérias a constituicdo dos tecidos e
sangue; gordura insaturada, que contribui para circulagdo sanguinea; sais minerais,
necessarios para a formacdo do esqueleto; e ainda, vitaminas e fermentos laticos,
sendo estes ultimos favoraveis a digestdo e capazes e exercer acao de defesa frente a
acao de bactérias patogénicas a nivel intestinal (PARK et al., 2007).

E constituido de 0,70 a 0,85% de sais minerais e 3,0 a 3,5% de proteina, sendo
superior ao da vaca em termos de calcio, fésforo, potassio, magnésio e ao leite humano
nos teores de fosforo, sédio e potassio (GODOI e POTILHO, 2009).

Ainda relacionado a sua composic¢do, o leite de cabra destaca-se por possuir
acido linoléico conjugado (CLA) (acido graxo), sendo considerado um componente

nutracéutico por apresentar atividades anticarginogénica e antiteratogénica; além de



28

auxiliar na reducéo de efeitos catabdlicos da estimulagdo imune; reducéo de reservas
corporais de gordura, como sobre os efeitos secundéarios da obesidade e da diabetes
(OSMARI et al., 2011), possuindo alto valor nutritivo, maior digestibilidade e
caracteristicas terapéuticas e dietéticas (HAENLEEIN, 2004; MCCULLOUGH, 2004;
MONERET-VAUTRIN, 2004). Além de o leite cabra possuir maior digestibilidade, as
pessoas com alergia a caseina podem consumi-lo, jA que este apresenta baixas
quantidades (15%) quando comparado ao leite de vaca (39%) (SILVA, 2013).

As proteinas do leite de cabra sdo formadas principalmente pela a-lactoalbumina;
B- lactoalbumina; B-caseina; k-caseina; a-S1 caseina e a-S2 caseina (MORGAN et al.,
2003), ja os glébulos de gordura sédo de menor de didmetro (acidos graxos de cadeia
curta) quando comparado com o do leite de vaca, os principais acidos graxos de cadeia
curta e média sdo o caproico (C 6:0), caprilico (C 8:0) e caprico (C 10:0) (HAENLEEIN,
2004).

Existem algumas diferencas na composicéo do leite de cabra e do leite de vaca
gue sao o teor de proteinas, extrato seco total em cinzas, além da pequena quantidade
ou auséncia da a-S1 caseina, essa baixa concentragdo da a-S1 caseina produz
coalhos mais fracos e menos compactos, assim sendo mais facil de ser digerido no
estbmago (GRZIESIAK, 1997). O leite de cabra vem sendo considerado como alimento
saudavel, devido a sua coloracao branca (PARK et al., 2007; DIAS, 2009).

Logo tendo em vista 0 seu grande potencial, varios derivados lacteos vém sendo
desenvolvidos como: leite em po, os iogurtes, as bebidas lacteas, os queijos, além de
cosméticos como: sabonetes, xampus, condicionadores, cremes hidratantes e locdes
elaborados a partir do leite in natura (SIMPLICIO; WANDER, 2003).

Queijo coalho

A industria de queijos no Brasil iniciou-se no final do século XIX em Minas
Gerais, contudo com avanco da urbanizacdo e da globalizacdo, o mercado de queijos
se expandiu atingindo todas as regifes do pais (AMARANTE, 2015). Observando o
mercado brasileiro de queijos, dos ultimos anos, pode-se observar que este teve um
crescimento em volume de 9,4% ao ano no periodo de 2006 a 2013 e devera aumentar
o ritmo de crescimento até 2017 (CARVALHO, VENTURINI E GALAN, 2015).
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Figura 4. Gréafico do mercado de queijos (Volume e Valor) e projecdes até
2017 (CARVALHO, VENTURINI E GALAN, 2015).

O perfil de consumo de queijos no Brasil € ainda muito baseado em queijos
chamados de convencionais, pois aproximadamente 70% do volume € destinado a
producdo de queijo mucarela, queijo prato e requeijao (AMARANTE, 2015). Entretanto
pesquisas apontam que existem muitas oportunidades para a penetracdo de novos
tipos de queijos de alto valor agregado, pois a sociedade vem em busca de produtos
que tragam beneficios a salde (CARVALHO, VENTURINI E GALAN, 2015).

O gueijo coalho é um produto de grande importancia econdmico-social, pois é
amplamente consumido em todas faixas etarias e camadas sociais. A sua maior
producdo esta voltada principalmente para a regido Nordeste nos estados do Ceara,
Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte, pois cerca de 40% a 50% da producédo
de leite na Regido Nordeste é destinado para producdo de queijo coalho, além de um
produto de grande valor comercial e com elevado rendimento do processo (SANTOS et
al.,2011; CAVALCANTE et al., 2007).

Queijo coalho é o queijo obtido por coagulacdo do leite por meio do coalho ou
por outras enzimas coagulantes apropriadas, complementadas ou ndo pela acdo de
bactérias lacteas selecionadas, e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de
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fabricacdo (FREITAS FILHO et al., 2009). De acordo com a legislacao vigente, o queijo
coalho é um queijo de média a alta umidade, de massa semi-cozida ou cozida que
apresenta um teor de gordura nos solidos totais variavel entre 35,0% e 60,0% (BRASIL,
2001).

Devido a sua importancia econémica varios estudos vém sendo realizados para
obtencdo de queijos coalhos diferenciados. A partir da adicdo de corantes naturais e
bactérias lacteas, estes componentes podem fornecer nutrientes e melhorar os
aspectos da matéria-prima e assim possibilitando um produto alimenticio mais rico que
o original e de alto valor agregado (SANTOS et al., 2011).

Alguns autores ja desenvolveram queijos de leite de cabra tipo coalho, tais como
Benevides et al., (2010) elaborou um queijo coalho de leite de cabra adicionado de
cumaru, Benevides et al., (2009) desenvolveu um queijo coalho adicionado de 6leo de
pequi, Garcia (2011) desenvolveu um queijo coalho de leite de cabra adicionado de
bactérias lacticas.

Sendo assim, um dos ingredientes que podem ser adicionados em gueijo Sdo 0s
carotenoides, este vem sendo utilizado como corante em varios tipos de queijos (alta,
media e baixa umidade) desde que observada a concentracdo maxima que é permitida
pela legislacdo, sendo esta concentracao 15mg/kg de queijo (BRASIL,1996).
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3 CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE QUIMICA, FiSICA, FiSICO-QUIMICA E
MICROBIOLOGICA DO EXTRATO CONCENTRADO DE CAROTENOIDES DURANTE
O PERIODO DE ARMAZENAMENTO REFRIGERADO (5°C)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar e avaliar os extratos concentrados de
carotenoides (amostra CCP-76 e amostra BRS-189) armazenados por 180 dias em
temperatura de refrigeracdo (5°C), bem como a identificacdo dos &cidos anacardicos
(amostra CCP-76) e toxicidade frente ao ensaio com Artemia Salina. De uma forma em
geral, observou-se que amostra CCP-76 manteve-se estavel em relacdo aos
parametros umidade, atividade de &gua, teores de carotenoides totais e o valor de *a,
enquanto que a amostra BRS-189 mostrou-se instavel nos parametros umidade,
polifenois extraiveis totais e carotenoides totais no decorrer do armazenamento
refrigerado de 180 dias. No aspecto microbiolégico ambas as amostras néao
apresentaram presenca de coliformes fecais, E.coli e Salmonella ssp. Em relagdo ao
potencial zeta (estabilidade da emulsdo) apenas a amostra CCP-76 apresentou-se
estavel durante 150 dias. Na amostra CCP-76 é possivel identificar trés tipos de acidos
anacardicos (trieno, dieno e monueno). Em relacao a toxicidade, ambos os extratos nédo
possuiram efeito toxico em frebte ao ensaio com Artemia salina. De uma forma geral,
apenas a amostra CCP-76 possui viabilidade para incorporacdo em alimentos, pois
apresentou o teor de carotenoides totais estaveis, sem contaminagdo microbiana
durante os 180 dias de armazenamento e o0 parametro de potencial zeta esta foi estavel

até 150 dias de armazenamento.

Palavras-chave: Fibra do peddnculo de caju. Acido anacardico. Efeito toxico. Vida de

prateleira.
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ABSTRACT
The objective of this study was to characterize and evaluate the concentrated extracts of
carotenoids (sample CCP-76 and sample BRS-189) stored for 180 days at refrigeration
temperature (5 °C), as well as the identification of anacardic acids (sample CCP-76 )
And toxicity from the Artemia Saline assay. In general, it was observed that the sample
CCP-76 remained stable in relation to the parameters moisture, water activity, total
carotenoid contents and the value of a*, whereas the sample BRS-189 was unstable in
the parameters moisture, total extractable polyphenols and total carotenoids during
refrigerated storage of 180 days. In the microbiological aspect both samples did not
present fecal coliforms, E.coli and Salmonella ssp. Regarding the zeta potential
(emulsion stability) only the sample CCP-76 was stable for 150 days. In the sample
CCP-76 it is possible to identify three types of anacardic acids (triene, diene and
monoene). Regarding toxicity, both extracts had no toxic effect on the Artemia saline
test. In general, only the sample CCP-76 was viable for incorporation in food, since it
presented the total stable carotenoid content, without microbial contamination during the
180 days of storage and the parameter of zeta potential was stable until 150 days of

storage.

Keywords: Cashew peduncle fiber. Anacardic acid. Toxic effect. Shelf life.
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INTRODUCAO

O caju (Anacardium occidentale) pode ser considerado como uma das principais
culturas frutiferas do Nordeste do Brasil, principalmente nos estados do Ceara, Piaui e
Rio Grande do Norte. O fato destes Estados serem justamente os mais afetados pelas
alteracdes climaticas periodicas (secas) que ocorrem na regido e as severas perdas
para a cultura ocasionados pelo oidio (Oidium anacardii) impactaram na cultura do
cajueiro de maneira bastante severa e intensa nos ultimos anos (VIANA et al., 2011).
Por outro lado, programas de melhoramento genético do cajueiro tem sido realizados
para a viabilizagdo econdmica da cultura, pela geracdo de clones que possibilitem
produtividades que remunerem adequadamente o setor produtivo, e frutos com
qualidade para atender os requerimentos do setor industrial que, por sua vez, tem de
atender as exigéncias do mercado consumidor (CRISOSTOMO et al., 2002). Como
exemplo, tem-se alguns tipos de clones de cajueiro-ando precoce disponibilizadas pela
Embrapa, como o CCP-76 e BRS-189 (AGEITEC, 2017).

De uma forma geral, os clones CCP-76 e BRS-189 podem ser considerados
como dois dos principais clones utilizados pela industria. Contudo, 0 processamento
destes materiais para obtencdo de suco de caju gera aproximadamente 40% de fibras
residuais, que séo geralmente descartados, gerando grande impacto ambiental, ou sé&o
subutilizados na elaboracéo de racdo animal (DANTAS FILHO, 2010; RODRIGUES et
al., 2008). Entretanto, o processamento das fibras residuais para obtencdo de um
extrato rico em carotenoides foi reportado por Abreu et al. (2013). No processo,
constituido de maceracao enzimatica das fibras, seguida de prensagens sequenciais e
microfiltragcdo, obtém-se um extrato de coloragdo intensa devido aos carotenoides,
representando uma fonte potencial de um corante amarelo natural. Porém, juntamente
com a concentracdo dos carotenoides, pode-se concentrar outros componentes que —
em elevadas concentracfes — podem apresentar toxicidade, como € o caso dos acidos
anacardicos, naturalmente presentes no pedunculo de caju.

O extrato concentrado de carotenoides é uma emulsdo composta por
carotenoides (lipossollveis) e agua, e pode ser adicionado em alimentos para agregar

valor nutricional e proporcionar coloragdo amarela. Entretanto nas emulsdes (sistema
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heterogéneo) podem ocorrer interagcdes entre a fase dispersa e a dispersdo, assim
tornando um ponto critico na estabilidade das emulsdes (SILVA, 2014; BRASEQ, 2011).
Para verificar a estabilidade vem sendo utilizado a analise do potencial zeta, a qual esta
€ um indicador de carga superficial e € uma medida de controle de qualidade (SILVA,
2014; BRASEQ, 2011). O potencial zeta elevado é importante para a estabilidade fisico-
quimica das emulsées uma vez que forcas repulsivas tendem a evitar possiveis
agregacoOes da fase interna (SILVA, 2014).

O caju € um fruto rico em acidos anacardicos, composto que podem atuar nas
atividades biologicas e uso farmacolégico, entretanto este composto pode ocasionar
efeito toxico dependendo da concentragéo utilizada (CARVALHO, 2011).

A presenca de compostos téxicos ou a quantidade excessiva de algumas
substancias nos alguns alimentos vegetais é um fato relativamente comum. O &cido
anacéardico possui uma dose letal (DLsp) de 2000mg/Kg em ensaios de toxicidade
aguda em camundongos (CARVALHO et al.,, 2011) . Por isso, a deteccdo desses
compostos toxicos € de extremo interesse para garantir a qualidade dos produtos e a
saude dos consumidores (RODRIGUEZ et al., 2009). Um dos bioensaios que vem
sendo utilizado para avaliagdo da toxicidade € o bioensaio com 0 microcrustaceo
Artemia salina, representando um método sensivel, preciso, de baixo custo e simples
(FONSECA et al., 2013). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), séo
consideradas substancias téxicas aquelas que apresentam valores de DLso (dose letal
do material, para 50% da populacéo)inferiores a 1,0 mg.mL™ (LIMA et al., 2011).

A busca por fontes de corantes naturais — que vem ganhando cada vez mais
destaque na substituicdo aos corantes sintéticos — estd relacionada aos efeitos
benéficos a salude destes compostos, tais como auxilio na protecédo contra a oxidacao
de compostos celulares, efeitos anti-inflamatérios e prevencdo de doencas cronicas
(VOLP, RENHE, STRINGUETA, 2009). Entretanto, o0s corantes naturais ainda
apresentam algumas limitacbes devido as oxidacbes que podem ocorrer no
armazenamento (GUARALDO, 2010; GHIDOUCHE et al., 2013), sendo de extremo
interesse avaliar a sua estabilidade quimica, fisico-quimica, fisica e microbioldgica,

frente ao armazenamento prolongado.
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Neste sentido, 0 objetivo dessa pesquisa foi caracterizar e avaliar a estabilidade
dos extratos concentrados de carotenoides das fibras residuais do peddnculo de caju
(amostra CCP-76 e amostra BRS-189) obtidos de dois clones comerciais (CCP-76 e
BRS-189) de caju durante a estocagem em temperatura de refrigeracéo (5°C) por 180
dias, como também identificar os &cidos anacardicos e avaliar a toxicidade frente ao

bioensaio com Artemia salina.

MATERIAL E METODOS

Quimicos e reagentes

Pectinex® Ultra SP-L (atividade de poligalacturonase, pectinametilesterase,
pectina liase, celulases e xilanases de: 565,95; 24,19, 6,66 22,24 e 26,45 U mL™,
respectivamente) de Aspergillus aculeatus foi obtido da Novozymes Investment Co. Ltd.
(Denmark). Os outros reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich Canada Ltd.
(Oakville, ON, Canada).

Matéria-prima

As amostras das variedades de caju (Anacardium occidentale L.) clones CCP-76
e BRS-189 foram adquiridas no campo experimental da Embrapa Agroindustria Tropical
em Pacajus — Ceard. ApGs a remocdo da castanha, os frutos foram lavados e
sanitizados. Os pedunculos passaram pelo processo de prensagem utilizando prensa
do tipo Expeller para obtencdo do suco de caju. As fibras residuais do processo foram
utilizadas como matéria-prima do presente trabalho, e armazenadas sob congelamento
(-10°C) até o momento do uso. Foram escolhidos esses dois clones por serem 0s mais
consumidos como fruto de mesa e mais utilizados pela industria na fabricagdo de sucos

de caju.

Obtencéao do extrato concentrado de carotenoides obtido a partir da fibra de caju

O processo de obtencdo do extrato concentrado de carotenoides obtido a partir da
fibra de caju, seguiu o protocolo realizado por Abreu et al. (2013). Para a obtencéo do

extrato aquoso, as fibras de caju foram misturadas com agua (proporcéo 1:1) e com a
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enzima ultra Pectinex SP-L (concentracdo de 500 ppm) (Figura 1). Apds, 1 hora de
maceracdo a 50°C a mistura (fibra de caju, agua e enzima) foi prensada em uma
prensa do tipo helicoidal continua (Incomap 300), com uma capacidade nominal de 300
kg/h para a liberacdo do extrato aquoso. A prensa foi ajustada para uma forca aplicada
na placa de 2500 N. A operacdo de prensagem foi realizada em seis ciclos
consecutivos com a incorporagdo do extrato as fibras, sendo que no sexto ciclo as
fibras residuais foram separadas do extrato e submetidas a mais uma prensagem. Apos
0s sete passos de prensagem uma suspensao de cor amarela foi obtida. Em seguida,
essa suspensao foi pré-filtrada, através de uma malha de aco inoxidavel de 0,3 mm,
para remover grandes particulas em suspensdo. Terminada a pré-filtragem, a
suspensao foi centrifugada (4500 rpm por 5 minutos) para retirada do excesso de
amido. O extrato assim obtido denomina-se extrato bruto, e foi embalado em sacos de
polietileno, congelados (-20°C) e estocados até que fosse realizada a etapa de
concentracéo por microfiltracao.

Na etapa de microfiltracdo, o extrato bruto foi submetido a um sistema de
microfiltracdo equipado com membranas de ceramica em Oxido de aluminio. A
microfiltracdo foi realizada em escala de laborat6rio usando um equipamento piloto de
bancada, com um conjunto de 4 membranas monotubulares em série (MEMBRALOX
Pall-Exekia), com area total de filtracdo de 0,022 m? e diametro médio de poro de 0,2
pm. A pressao transmembrana média foi de 2,75 bar, com temperatura controlada a
40°C (£ 2 °C). O processo foi conduzido sempre usando o fator de reducdo de 14.
Terminada a microfiltracdo as impurezas hidrossoliveis foram eliminadas por
diafiltracéo e na sequéncia os extratos concentrado de carotenoides (amostra CCP-76
e BRS-189) obtidos foram pasteurizados (85°C/30 segundos) e armazenados em
embalagens de vidro ambar por 180 dias a 5°C. O fluxograma do processo para

obtencéo do extrato concentrado de carotenoides encontra-se na Figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma do processamento para obtencdo do extrato concentrado de

carotenoides.
Andlises fisico-quimicas e quimicas do extrato concentrado de carotenoides

Umidade

O teor de umidade foi determinado em estufa a 105 °C até peso constante, de
acordo com o método n°® 934.01 da AOAC (1995) em trplicata.
Sdlidos soluveis (SS)

Foram determinados de acordo com o método n°® 932.12 da AOAC (1995), por
leitura direta da amostra a 20 °C em refratdmetro digital de bancada em triplicata.
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pH

Foi determinado através de leitura direta, trés leituras, das amostras em
potenciometro (Mettler DL 12) com membrana de vidro, aferido com tampdes de pH 7 e
4, conforme AOAC (1995).

Cor

Foi realizada a determinacdo da cor através da média de trés leituras efetuadas
em pontos aproximadamente equidistantes, utilizando-se colorimetro de marca
MINOLTA modelo CR 300 (parametros L, a, b).

Atividade de agua

Foi realizada a determinacdo da atividade de agua através da média de trés

leituras efetuadas utilizando o equipamento Aqualab, variando de 0 a 1.
Compostos bioativos: polifendis e carotenoides

Polifendis Extraiveis Totais (PET)

Os extratos foram preparados segundo metodologia proposta por Larrauri,
Ruperez, Saura-Calixto (1997), com modificacBes. As amostras de suco foram pesadas
(g) em tubos de centrifuga e submetidas a extracdo sequencial, inicialmente com 4 mL
de solucdo de metanol/agua (50:50, v/v) a temperatura ambiente durante 60 minutos.
Os tubos foram centrifugados a 15.000 rpm durante 15 minutos, o sobrenadante foi
fitrado em papel de filtro e recuperado em baldo volumétrico (10 mL). Em seguida,
foram adicionados ao precipitado da primeira extracdo, 4 mL da solucdo de
acetona/adgua (70:30, v/v), a temperatura ambiente, extraiu-se durante 60 minutos e
posteriormente foi realizada a centrifugacdo e a recuperacdo do extrato nas mesmas
condi¢cbes citadas anteriormente. O extrato de acetona foi adicionado ao extrato de
metanol e em seguida, completou-se o volume final do baldo para 10 mL com agua
destilada. Estes extratos foram mantidos em temperatura de congelamento (-18 °C), por
no maximo 30 dias, sendo utilizados na determinacdo de polifendis totais. Os polifendis

totais foram determinados utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, curva padrédo de
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acido galico como referéncia, conforme metodologia descrita por Rufino et al. (2010) em
triplicata. Os resultados foram expressos em miligramas de equivalente ao acido galico
por 100 gramas de suco (mg GAE. 100g™).

Carotenoides totais

Os extratos foram preparados segundo metodologia proposta por Rodriguez-
Amaya (2001) com modificagcdes. Foram pesadas (g) do extrato concentrado de
carotenoides em béqueres, em seguida transferido para cadinhos de porcelanato
contendo 4,5 gramas de hiflosupercel (Celite) e posteriormente a adicdo de 80 mL do
solvente acetona refrigerada. O material foi filtrado no papel de vidro com o auxilio em
funil de Blchner a vacuo. A extracdo com acetona foi realizada trés vezes para a
extracdo completa dos carotenoides. Em seguida o filtrado foi transferido para o funil de
separacdo e posteriormente foi adicionado 80 mL de éter de petr6leo para que
ocorresse a transferéncia dos pigmentos da acetona para o éter de petréleo. Cada
fracédo foi lavada trés vezes com 200 mL de agua destilada para retirar toda acetona.
Em seguida foi adicionado sulfato de sédio para retirar o residuo de agua destilada. Os
teores dos carotenoides totais, expressos em B-caroteno (pg. g ') foram analisados em
espectrofotometro do tipo Cary 50 em triplicata. Para isso, cerca de 50 mL do extrato
armazenado em éter de petréleo foi evaporado e em seguida ressuspenso em etanol. A

leitura da absorbancia foi realizada em 450 nm.

Andlise microbiolégica

A contagem de microrganismos aerobios mesofilos foi realizada pela técnica de
plaqgueamento em profundidade. Aliquota de cada diluicdo selecionada foi transferida
para placa e adicionada de 15 mL de agar para contagem padrédo (Becton Dickinson,
Sparks, USA). As placas foram homogeneizada e incubadas a 35 °C por 24-48 h
(MATURIN, PEELER, 2001). O resultado foi expresso em UFC/mL.

Para contagem de fungos filamentosos e leveduras foram preparadas diluicbes
apropriadas das amostras e inoculadas na superficie de placas, contendo agar batata

dextrose (Becton Dickinson, Sparks, USA) acidificado com acido tartarico (Vetec®, Rio



49

de Janeiro, Brasil). As placas foram incubadas a 25 °C por 3 a 5 dias e o resultado foi
expresso em UFC/mL (TOURNAS et al., 2001).

A determinagdo de coliformes fecais e E. coli foi realizada pelo técnica do
Numero Mais Provavel (NMP). Aliquotas de cada diluicdo foram adicionadas em uma
série de trés tubos de caldo lauril triptose (Becton Dickinson, Sparks, USA) e, em
seguida, incubados a 35 °C/24 h (em caso de ndo haver crescimento com producao de
gas incubar por mais 24 h). Apds a incubacao transferiu-se uma alcada de cada tubo
positivo (crescimento e producao de gas) para tubos contendo caldo verde brilhante bile
2% (Becton Dickinson, Sparks, USA) e incubados a 35 °C/24-48 h para determinacgéo
do NMP de coliformes totais. Para confirmacdo da presenta de coliformes fecais
(termotolerantes), uma alcada de cada cultura positiva em caldo lauril triptose foi
inoculada em caldo E. coli. Apds incubacéo a 45,5+0,2°C por 24-48 h determinou-se a
contagem (NMP/mL) de coliformes fecais e com base uma tabela de NMP (FENG et al.,
2013 - Apendice 2). Para confirmacao da presenca de E. coli a cultura foi estriada em
agar eosina azul de metileno (Becton Dickinson, Sparks, USA) e 5 colbnias isoladas
foram submetidas aos testes bioquimicos IMVIC (FENG et al., 2013).

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada em 25 g de amostra, a qual foi
homogeneizada 225 mL de caldo de enriquecimento (caldo lactosado) e incubados a 35
°C por 24 h. Aliquotas de 0,1 mL da cultura foi inoculada em caldo Rappaport-
Vassiliadis e caldo tetrationato, os tubos foram incubados a 42 °C/24 e 35 °C/24 h,
respectivamente. Posteriormente, as culturas foram estriadas em agar entérico de
Hektoen e agar xilose lisina desoxicolato. As placas foram incubadas a 35 °C/24 h.
Apbs o periodo de incubagcdo procedeu-se confirmacdo preliminar e definitiva das
colbnias tipicas do género Samonella por meio de teste bioquimicos e soroldgicos
(ANDREWS; JACOBSON; HAMMACK, 2014). O resultado foi expresso como presenca
ou auséncia de Salmonella spp. em 25 mL. O estudo foi realizado com trés repeticdes,

sendo cada repeticdo constituida por cinco unidades amostrais.

Estabilidade da emulsédo: determinacao do potencial Zeta
O potencial zeta foi determinado pela mensuracdo da mobilidade eletroforética

da particula dispersa em um campo elétrico. Cem miligramas das amostras em estudo
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foram diluidos em 5 mL de &gua de deionizada, homogeneizados até a completa
disperséo e submetidos a andlise para a determinacédo do potencial zeta (Malvern Nano
ZS). Os resultados correspondem a média de trés leituras. As suspensodes sao divididas
em estaveis e instaveis, conforme Lieberman et al. (1989), que considera como estavel

guando possuem um valor absoluto maior que 25 mV.

Andlise por UPLC-ESI-QToF-MSF: 4cidos anacéardicos

A analise de acidos anacardicos (amostra CCP-76) foi realizada em um sistema
Acquity UPLC (Waters®) acoplado a um sistema de quadrupolo/tempo de voo (XEVO-
QToF Waters®). As fases moveis foram agua com 0,1% de Aacido férmico (A) e
acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B). O gradiente utilizado consistiu: 0-15 min, 2-
95% de B; 15,1-17 min, 100% de B; 17,1-19,1 min, 2% de B. As corridas
cromatograficas foram realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1
mm, 1,7um) com fluxo de 0,4 mL min™, temperatura fixa de 40 °C e volume de injecéo
de 5 ul. As condicBes de MS foram as seguintes: modo de ionizacdo negativo; faixa de
aguisicao: 110-1180 Da; temperatura da fonte: 120 °C; temperatura de dessolvatacéo
do gas: 350 °C; fluxo de dessolvatacdo do gas: 500 L h™; voltagem do cone de
extracdo: 0,5 V; voltagem do capilar: 2,6 kV. O modo de aquisicdo foi MSE. Leucina
encefalina foi utilizada como bloqueador de massa. O equipamento foi controlado pelo

programa Masslynx 4.1 (Waters® Corporation).

Toxicidade por meio do bioensaio com Artemia salina

Os ovos de Artemia salina foram colocados em solucdo salina 3%, em
temperatura ambiente, com aeracdo por 24 horas para a eclosao dos ovos. Apds esse
periodo, foram preparados 10 concentracbes de cada extrato concentrado de
carotenoides (amostra CCP-76 e BRS-189), variando de 0,1 a 10,0 mg.mL™. De cada
concentracéo foi retirada uma aliquota de 30 mL e em seguida adicionada 10 larvas de
Artemia salina. Apds 24 horas, verificou-se quantas larvas permaneciam vivas, e a DLsg
foi calculada. O teste foi acompanhado de um controle negativo, somente com agua

salina. O ensaio foi realizado em triplicata.
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Analise estatistica

Os dados obtidos no periodo experimental (0 a 180 dias) foram avaliados pela
andlise de variancia ANOVA, teste de médias de Tukey (P<0,05) e andlise de
regressao, utilizando-se o programa estatistico SAS (SAS Uses Guide: Version 6.11.
Edition 1996, Institute Inc, n. C. USA). Para o ensaio da Artemia salina foi utilizado o

programa Graphpad Prism, verséo 6.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estabilidade fisico-quimica e quimica dos extratos concentrados de carotenoides

A Tabela 1 e 2 apresentam os valores médios das analises fisico-quimicas e
quimicas durante 180 dias de armazenamento na temperatura de refrigeracéo (5°C) do
extrato concentrado de carotenoides dos clones CCP-76 e BRS-189, respectivamente,
como também o coeficiente de variacdo de regressao linear (R?) e andlise de variancia

do modelo (valor P).
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Tabela 1. Valores médios das analises fisico-quimicas, quimica e carotenoides do extrato concentrado de carotenoides durante
180 dias de armazenamento (Amostra CCP-76)

Armazenamento (dias)

Parametro
0 30 60 90 120 150 180 R? P-valor
Umidade (%) 92,83+0,04 93,34+0,18 92,82+0,03 92,88+0,01 92,32+0,18 92,87+0,04 92,78+0,04 0,19 0,1600
Atividade de 4gua 0,99+0,00 0,99+0,00 0,99+0,00 0,99+0,00 0,98+0,01 0,99+0,00 0,99+0,00 0,13 0,7400
Polifenodis
extraiveis totais 37,49+0,64 27,67+0,06  29,49+0,96 26,8+0,11 28,98+1,38 23,44+0,62 15,66+0,28 0,75 <0,0001
(mg AG eq/100g)
pH 4,24+0,01 4,40+0,01 4,27+0,01 4,17+0,01 4,21+0,02 4,03+0,02 4,12+0,01 0,56 0,0004
Sélidos sollveis
CBrix) 2,70+0,00 2,60+0,15 2,80+0,06 2,80+0,06 2,70+0,00 3,30+0,29 2,9+0,00 0,41 <0,0001
°Brix
Carotenoides totais
(Lg/9) 49,57+1,89 49,104+2,28 49,20+2,75 48,42+1,64  49,84+3,92 47,05+1,63 48,75+0,38 0,24 0,7600
Ha/g
L* 93,38+0,01 95,53+0,05 95,63+0,04 92,82+0,01 92,35+0,01 92,23+0,01 92,09+0,03 0,40 0,0011
5 a* -10,04+0,01 -9,39+0,09 -10,33+0,02 -10,13+0,01 -10,28+0,02 -10,26+0,02 -10,15+0,02 0,20 0,0590
O
b* 22,72+0,02 22,45+0,07 24,59+0,07 23,74+0,01 24,85+0,02 23,68+0,01 23,52+0,01 0,23 0,0004

Médias nas colunas, para cada componente, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pela andlise de variancia.
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Tabela 2. Valores médios das analises fisico-quimicas, quimica e carotenoides do extrato concentrado de carotenoides durante
180 dias de armazenamento (Amostra BRS-189)

Armazenamento (dias)

Parametro
0 30 60 90 120 150 180 R? P-valor
Umidade (%) 90,67+0,01 90,74+0,21  90,35+0,02 90,42+0,01  90,08+0,31 90,29+0,08 90,00+0,13 0,79 <0,0001
Atividade de 4gua 0,99+0,00 0,99+0,00 0,99+0,00 0,99+0,00 0,98+0,00 0,99+0,00 0,98+0,00 0,62 0,1350
Polifenodis
extraiveis totais 29,54+1,47 27,66+0,40 29,66+1,17 22,04+1,16 23,31+0,16 23,8+0,42 15,63+0,45 0,75 <0,0001
(mg AG eq/100g)
pH 3,78+0,01 3,83+0,01 3,74+0,01 3,75+0,03 3,82+0,06 3,65+0,01 3,68+0,02 0,44 0,0051
Soélidos sollveis
CBrix) 5,70+0,06 5,80+0,00 6,60+0,17 6,60+0,17 6,00+0,35 6,40+0,25 6,50+0,06 0,35 0,0060
°Brix
Carotenoides totais
(Lg/9) 49,74+1,17 49,00+0,72  48,70+1,03 46,47+2,18 43,44+2,43 40,72+1,74 41,29+0,99 0,92 <0,0001
Ha/g
L* 93,43+0,01 95,31+0,03  95,74+0,09 93,75+0,00 90,95+0,00 91,34+0,02 91,21+0,03 0,56 0,0001
5 a* -10,03+0,02 -9,61+0,04 -10,68+0,31 -10,28+0,00 -9,94+0,00 -10,15+0,03 -10,22+0,02 0,01 0,6000
O
b* 22,76+0,01 22,72+0,03  25,44+0,03 24,76+0,00 23,03%+0,00 23,60+0,04 23,47+0,01 0,04 0,0200

Dados apresentados em média + desvio padrdo; Médias nas colunas, para cada componente, nao diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pela andlise de variancia
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Através da Tabela 1 e Tabela 2 verificamos que durante o armazenamento do
extrato de carotenoides (amostra CCP-76), nao foi observada variacdo para umidade
(P = 0,1600) e atividade de agua (P = 0,7400), ja para os valores de umidade da
amostra BRS-189, embora o valor de P tenha sido significativo (P < 0,0001), as
variacfes observadas durante o periodo de armazenamento (variando de 90,67 para
90,00, do inicio ao final de 180 dias) ocorreram devido ao baixo valor de desvio-padrao
entre as andlises. Para a atividade de agua, néo foi verificada uma variagao significativa
durante o periodo de armazenamento refrigerado (P = 0,1350) para essa mesma
amostra.

Com relacdo aos valores de pH e sdlidos solUveis, pode-se observar que estes
valores apresentaram variacfes estatisticamente significativas durante o periodo de
armazenamento refrigerado (5°C). Para as amostra CCP-76 e amostra BRS-189,
observou-se uma diminuicdo significativa do pH (P = 0,0004, P = 0,0051,
respectivamente), enquanto os solidos sollveis apresentaram um aumento significativo
(P= < 0,0001, P = 0,006) neste mesmo periodo de armazenamento. Um decréscimo
mais acentuado de pH para a amostra BRS-189 ocorreu a partir de 120 dias de
armazenamento. Este fato pode estar relacionado ao desenvolvimento de micro-
organismos aerébios mesdfilos, como pode ser observado no item 2.3.2 (“analises
microbiolégicas” — ver Tabela 3), que pode estar associado os diferentes valores de
sélidos soluveis encontrados nas amostras. A amostra BRS-189 apresentou um maior
valor de sélidos soluveis iniciais (5,7, em comparacédo a 2,7, encontrado para a amostra
CCP-76 no inicio do armazenamento) que pode ter contribuido para o desenvolvimento
de micro-organismos aeroébios.

Com relacéo a cor, as amostras CCP-76 e BRS-189 apresentaram variacdes
estatisticamente significativas para os valores L* [que indica luminosidade] e b* [que
varia do azul (-) para o amarelo (+)]. Porém, essas variagdes podem ser consideradas
como minimas, uma vez que os valores encontrados para b*, no inicio e ao final do
armazenamento, foram inferiores a 3% para ambos o0s extratos. Para o L* essa
variacbes foram de apenas 2% e 3% (amostra CCP-76 e BRS-189, respectivamente),

0 que ndo representa — na pratica — uma alteragdo na coloracdo dos extratos.
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Para os carotenoides totais, ndo foi observada variagdo estatisticamente
significativa durante o armazenamento por 180 dias para a amostra CCP-76. Porém,
para a amostra BRS-189, os valores de carotenoides apresentaram variacdes durante
todo o periodo de armazenamento, chegando a perdas de 17% dos carotenoides ao
final do periodo de armazenamento refrigerado (5°C). Essas perdas de carotenoides
podem ter ocorrido devido ao desenvolvimento de micro-organismos aerébios na
amostra BRS-189, ou até mesmo a diferenca de pH entre as amostras, apresentando
valores mais baixos para a amostra BRS-189.

Segundo Rodriguez-Amaya (2000), os carotenoides quando entram em contato
com &cido podem sofrer reacdes de decomposicdo, desidratacdo ou isomerizacao. A
violaxantina e a neoxantina, possuem 0s carotenoides do tipo 5,6-epoOxi-carotendides,
0S quais estes se isomerizam na presenca de acido, formando o 5,8-epoxi-furanoide. O
uso de agentes neutros ou alcalis como o bicarbonato de sddio, carbonato de sddio e
carbonato de magnésio no produto, poderiam ser usados para neutralizar a acidez do
extrato, apresentando-se como alternativa para evitar as perdas de carotenoides do
extrato.

Para os polifendis extraiveis totais, observou-se uma reducado significativa no
final do armazenamento (P = <0,0001), sendo que a amostra CCP-76 apresentou uma
maior reducgéo (~ 59%) do que a amostra BRS-189 (~ 47%) durante o armazenamento.
Kaur e Kapoor (2001), apontam que o armazenamento prolongado pode ocasionar
oxidacOGes enzimaticas e quimicas dos compostos bioativos, como os fendlicos, assim
contribuindo para uma reducdo dos seus teores. Em estudo realizado sobre a
estabilidade de um corante de antocianinas — que € um componente fendlico — extraido
das cascas de jabuticaba foi observado um decréscimo do contetdo de polifendis totais

durante o armazenamento de 21 dias (SILVA et al, 2010).
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Estabilidade microbiolégica

Os resultados da avaliacdo da estabilidade microbiolégica dos extratos
concentrados de carotenoides (Amostra CCP-76 e BRS 189) sdo apresentados na
Tabela 3.

A presenca de Salmonella spp., coliformes fecais e E. coli ndo foram constatadas
nas duas amostras do extrato de carotenoides durante todo o periodo de
armazenamento. Esses resultados indicaram que estes apresentam condicfes
sanitarias satisfatorias e atendem os padrées microbiolégicos estabelecidos pela
legislagdo (ANVISA, 2001).

De uma maneira geral, a populagcdo de fungos filamentosos e leveduras variou
de < 10 a 3,4 x 10 UFC/mL durante os 180 dias de armazenamento refrigerado (5°C).
A baixa contagem observada para esse grupo de microrganismos indicou que 0s
extratos foram processados sob condigbes adequadas de higiene e sanitizacao.

A presenca de microrganismos aerobios mesdfilos ndo foi constatada na
Amostra CCP-76, durante todo o periodo de armazenamento (180 dias). Ja para a
Amostra BRS-189 apresentou contagens de 1,4 x 10* UFC/mL no inicio, chegando aos
180 dias com contagens de 2,2 x 10° UFC/mL (Tabela 3). Embora essa contagem seja
baixa, ela indicou que houve alguma falha em alguma etapa do processamento do
referido produto. O pedunculo de caju é rico em bactérias endofiticas (habitam o interior
das plantas e frutos) e leveduras, assim seus derivados requerem tratamento térmico
adequado para inativacdo dessa microbiota. No entanto, esses resultados estdo de
acordo com as contagens especificadas pela FAO/WHO (MORTON, 2001) e pelo
Standard Methods for the Examination of Dairy Products da APHA (LEWIS et al., 2004)

para contagem total de aerébios meséfilos em diversos alimentos (10* UFC/mL ou g).
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Tabela 3 — Avaliacdo da qualidade microbiolégica dos extratos concentrados de
carotenoides (Amostra CCP-76 e amostra BRS-189).

Fungos
Aerbbio Coliformes )
Armazenamento A . il focais e E filamentosos Salmonella spp.
mostras  mesofilos ecais e E.
(dias) ] e leveduras (Auséncia/25mL)
(UFC/mL) coli (NMP/mL)
(UFC/mL)
0 . .
CCP-76 Auséncia <3* < 10* Auséncia
BRS-189 1,4 x 10* < 3* <10* Auséncia
30 ) .
CCP-76 Auséncia < 3* <10* Auséncia
BRS-189 1,03 x 10° <3 < 10* Auséncia
60 . < 3* < 10* Auséncia
CCP-76 Auséncia
BRS-189 Auseéncia <3 < 10 Auséncia
90 . <3* < 10* Auséncia
CCP-76 Auséncia
BRS-189 Auséncia <3 <107 Auséncia
120 CCP-76 AUSBNC <3 3,0x 10" Auséncia
- uséncia
BRS-189  Auséncia <3 <10* Auséncia
150 < 3* Auséncia
CCP-76 Auséncia <10*
BRS-189 5,7 x 10° <38 3,4 x 102 Auseéncia
180 ) . Auséncia
CCP-76 Auséncia < 3* 8,0x10
BRS-189 2,2 x 10° <3 8,0 x 10" Auséncia

* limite de deteccao do método

Segundo a ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications
for Foods) a contagem de microrganismos aerobios mesofilos tem sido um dos
indicadores microbiolégicos da qualidade dos alimentos mais comumente utilizados,

pois indicam que a limpeza, a sanitizacdo e o controle da temperatura durante o
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processamento e armazenamento foram realizados de forma adequada. Esta
determinacdo permite também obter informacéo referente a alteracdo incipiente dos
alimentos, sua provavel vida util, e a falta de controle no descongelamento dos

alimentos ou desvios na temperatura de refrigeracao.
Estabilidade da emulsédo (potencial Zeta)

Segundo a literatura, os sistemas sdo considerados estaveis quando possuem
um valor absoluto maior que 25 mV (Lieberman et al., 1989). Assim, quando o potencial
zeta é relativamente alto, maior que 25 mV (valor absoluto), as forcas repulsivas
predominam em relacéo as atrativas de London, logo o sistema esta disperso. Quando
0 potencial zeta é relativamente baixo, menor que 25 mV (valor absoluto), as forcas
atrativas predominam em relacéo as repulsivas, as particulas se aproximam, floculando
(Lieberman et al., 1989), podendo levar a separacdo de fases. Quanto maior for o
potencial zeta, mais estavel sera a emulsdo, pois as particulas carregadas (forca
repulsiva) sdo maiores do que a forca atrativa (forca de Van Der Valls), assim repelindo
as particulas e evitando a floculacdo (SILVA, 2014).

Levando-se em consideracdo a definicdo de Lieberman et al., (1989), pode-se
observar na Tabela 4 que os potenciais zeta da amostra CCP-76 no decorrer do
armazenamento apresentaram valores abaixo de 25mV, apresentando boa estabilidade
da emulsdo até 150 dias, em contrapartida a amostra BRS-189 apresentou-se estavel
ate 30 dias. A baixa estabilidade da amostra BRS-189 foi fator limitante para seu uso
como insumo pela industria de alimentos. Segundo a literatura, o pH, bem como a forca
ibnica, surfactantes e a concentracdo de eletrolitos podem interferir no potencial zeta
(AHMAD et al.,1996; HO ; AHMAD, 1999; HSU ; NACU, 2003; SILVA, 2014). Como
mencionado anteriormente, o pH da amostra BRS-189 foi inferior a amostra CCP-76, o
que pode ter contribuido para a diminuicdo do potencial zeta e, consequentemente, da

estabilidade emulsao.
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Tabela 4 — Resultados do potencial zeta das solu¢cdes dos extratos concentrados de
carotenoides (Amostra CCP-76 e amostra BRS-189).

Tempo de Amostra CCP-76 Amostra BRS-189
armazenamento Potencial zeta - Potencial zeta .
(dias) mv) Estabilidade mv) Estabilidade

0 25,02 £ 0,04 Estavel 25,02 £ 0,08 Estéavel
30 -37,40+ 1,11 Estavel -25,74 + 1,48 Estéavel
60 -32,52+ 0,48 Estavel -24,04 + 1,77 Instavel
90 -28,68 £ 0,40 Estavel -20,88 £ 2,12 Instavel
120 -31,76 + 0,48 Estavel 22,88 + 0,97 Instavel
150 - 30,46 £ 0,93 Estavel -23,02+£0,84 Instavel
180 - 13,64 + 0,54 Instéavel -11,76 £ 0,70 Instavel

Anédlise por UPLC-ESI-QToF-MSF: 4cidos anacérdicos

Devido a baixa estabilidade da amostra BRS-189 foi realizada a anélise
qualitativa para os acidos anacardicos apenas da amostra CCP-76. Os compostos
identificados por UPLC-ESI-QToF-MSF no extrato concentrado de carotenoides
(amostra CCP-76) apresentam trés tipos de acidos anacardicos (TR = 14,44 min, 15,14
min e 15,92 min), trieno; dieno e monueno, respectivamente e tragcos de outros
componentes fendlicos, foram encontrados na amostra. Na parte retida do processo,
etapa de microfiltracdo, encontra-se concentrado os acidos anacardicos, logo se

obtendo um produto sendo fonte de acidos anacardicos e carotenoides.
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Figura 2 - Identificacdo de &cidos anacardicos por anélise de UPLC-ESI-QToF-MSF da
amostra CCP-76.
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O pedudnculo de caju, a castanha e o liquido da castanha de caju possui uma
variedade de alquéis fendlicos, como os &cidos anacardicos, os cardandis e os cardois
(DIOGENES et al., 1996; CARVALHO, 2011).

Os acidos anacardicos sdo uma mistura de acidos 6-alquil-salicilico, o qual séo
biosintetizados a partir de acidos graxos (CARVALHO, 2011; AGOSTINI-COSTA et al.,
2005). Esses lipideos fendlicos apresentam um nucleo do &cido salicilico e uma cadeia
lateral de 15 carbonos, que possuem diferentes graus de insaturagcfes, sendo as mais
frequentes a mono, di ou triinsaturado (AGOSTINI-COSTA et al., 2005 e CARVALHO,
2011) (Figura 3).

_ (@)

§MW
| (b)
“‘ iw @
Wl (d)

_Z\/\/\/\/—’“x N

Figura 3- Estrutura dos acidos anacérdicos (a) saturada (b) monueno (c) dieno (d)

trieno.
Fonte: Carvalho, 2011.

O 4&cido anacardico possui uma vasta atividade biolégica como: atividade
antitumoral, antiacne, antibacteriana, antioxidante, antifugica (TOYOMIZU et al., 2003;
KUBO et al., 2006; ACHANATH et al., 2012), como também ag¢é&o antimicrobiana (LIMA
et al., 2000; PARASA et al., 2011). Ja4 o efeito biolégico, nocivo ou benéfico, destes
lipideos fendlicos varia de acordo com teor e da forma com estes sdo consumidos
(CARVALHO,2011).
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Toxicidade por meio do bioensaio com Artemia salina

O mercado de produtos medicinais vem utilizando substancias extraidas de
frutos e vegetais para proporcionar beneficios a saltde, no entanto, pouco se sabe a
respeito do potencial toxicolégico. Por outro lado, a toxicidade dos alimentos € um fator
primordial para estabelecer o limite consumivel destes (PEREIRA et al., 2012).

O ensaio com Artemia salina é utilizado em testes de toxicidade devido a sua
capacidade para formar cistos dormentes, praticidade de manuseio e cultivo, além de
ser um meétodo rapido e barato, que é aplicavel como bioindicador em uma avaliacéo
toxicoldgica pré-clinica (BUENO, A. C; PIOZEVAN, M., 2017).

Os resultados da DL50, avaliando a toxicidade dos extratos de carotenoides das
amostras CCP-76 e BRS-189 utilizando de Artemia salina podem ser observadas na

Figura 4.
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Figura 4. Efeito toxico do extrato concentrado de carotenoides (amostra CCP-76 e
amostra BRS-189) em culturas de Artemia salina.

Os extratos concentrados de carotenoides avaliados obtiveram dose letal média
(DLso) de 1,75 mg.mL* e 7,97 mg.mL™* para as amostras CCP-76 e BRS-189,
respectivamente. Logo, pode-se observar que a DLs, foi superior a 1,0 mg.mL?,
indicando que ambos os extratos concentrados de carotenoides sao atéxicos (MEYER
etal., 1982, LIMA et al, 2011).
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Silva et al., (2013) avaliando a toxicidade das folhas do cajueiro com e sem
submissdo de irradiacdo, verificou que as sementes sem tratamento nao tiveram
atividade toxica frente o ensaio com Artemia salina. Embora o caju apresente alguns
compostos que podem apresentar toxicidade em elevadas concentracdes, como € o
caso dos acidos anacardicos, as amostras CCP-76 e BRS-189 ndo apresentaram

toxicidade frente ao ensaio com Artemia salina.

CONCLUSAO

Os teores de carotenoides totais da amostra CCP-76 mantiveram-se estaveis
durante todo o armazenamento, enquanto que a amostra BRS-189 os carotenoides
apresentaram uma diminuicao significativa durante o armazenamento de 180 dias a
5°C.

Em relacdo a estabilidade da emulséo (potencial zeta) somente a amostra CCP-
76 manteve-se estavel no decorrer de 150 dias de armazenamento, enquanto que a
amostra BRS-189 apresentou-se instavel a partir de 30 dias.

A amostra CCP-76 apresentou na sua composicdo trés tipos de acido
anacérdico (trieno, dieno e monueno).

Avaliando a toxicidade dos extratos, os resultados mostram que ambas as
amostra A e B podem ser utilizadas na obtengdo do extrato concentrado de
carotenoides. Além disso, os extratos de ambas as variedades sdo considerados um
produto atoxico, uma vez que a DLso apresentou-se em valores acima de 1 mg mL™.

De uma forma geral, a amostra CCP-76 apresentou teores de carotenoides
estaveis no decorrer do armazenamento e uma boa estabilidade da emulsédo, podendo

este ser incorporado em matrizes alimenticias.
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4 CARACTERIZACAO E PERFIL SENSORIAL DO QUEIJO DE LEITE DE CABRA
TIPO COALHO ADICIONADO DE EXTRATO CONCENTRADO DE CAROTENOIDES
OBTIDO A PARTIR DA FIBRA DO PEDUNCULO DE CAJU

RESUMO
A ingestdo de produtos ricos em carotenoides esta relacionado a prevencéo e reducdo
de diversas doencas degenerativas como 0 cancer. A incorporacdo do extrato
concentrado de carotenoides agregaria valor nutricional e proporcionaria uma coloracéo
amarela em queijos de leite de cabra tipo “coalho”. O extrato concentrado de
carotenoides é um produto obtido a partir da fibra residual do caju, clone CCP-76,
através do processo de microfiltracdo, na sua composicao possui carotenoides e acidos
anacardicos. O objetivo desse trabalho foi caracterizar, bem como avaliar a aceitacao e
o perfil sensorial dos queijos de leite de cabra tipo “coalho” sem extrato (controle) e
com extrato concentrado de carotenoides. Os queijos foram avaliados durante 30 dias
(em dois tempos: 0 e 30 dias) através de andlises fisico-quimicas, sensoriais e
microbioldgicas. Para o teor de proteinas e lipidios ndo ocorreu diferenca significativa
entre as amostras, entretanto nos testes de aceitagdo ocorreram diferencas
estatisticamente significativas (P < 0,05) entre as amostras sem e com adicdo de
extrato. Durante o armazenamento, os atributos sensoriais (aceitacdo global, sabor,
aparéncia, textura e cor) ndo apresentaram diferenca significativa para ambas as
amostras durante o armazenamento, enquanto que o queijo adicionado do extrato
apresentou diferenca significativa (P< 0,05) nas analises de textura instrumental. Em
relacdo a adicdo do extrato, esta alterou a aceitacdo do consumidor, principalmente nos
atributos “intensidade da cor amarela”, “sabor caracteristico de caju”, “aroma
caracteristico de caju” e “sabor caracteristico de queijo de cabra”. A adi¢cdo do extrato
concentrado proporcionou uma diminuicdo da intencdo de compra, contudo o queijo
com extrato ainda apresentou uma intencdo positiva, sendo este um produto

diferenciado de coloragdo amarela, de valor nutricional agregado e de boa aceitacao.

Palavras-chave: Queijo de leite de cabra. Extrato de carotenoides. Estabilidade.

Diagnostico de atributos.
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ABSTRACT

The ingestion of carotenoid-rich products is related to the prevention and reduction of
various degenerative diseases such as cancer. The incorporation of the concentrated
extract of carotenoids would add nutritional value and provide a yellow coloration in
cheeses of goat milk type "rennet”. The concentrated extract of carotenoids is a product
obtained from the residual fiber of the cashew, clone CCP-76, through the process of
microfiltration, in its composition has carotenoids and anacardic acids. The objective of
this work was to characterize, as well as to evaluate the acceptability and the sensorial
profile of cheeses of goat's milk type without extract (control) and with extract
concentrated of carotenoids. The cheeses were evaluated during 30 days (in two times:
0 and 30 days) through physical-chemical, sensorial and microbiological analyzes. For
the protein and lipid content, no significant difference was observed between the
samples, however in the acceptance tests there were statistically significant differences
(P <0.05) between the samples without and with addition of extract. During storage, the
sensory attributes (overall acceptance, flavor, appearance, texture and color) did not
show significant difference for both samples during storage, while cheese added from
the extract had a significant difference (P <0.05) in the analyzes of instrumental texture.
In relation to the addition of the extract, this altered the consumer acceptance, especially
in the attributes "yellow color intensity”, "characteristic cashew flavor", "characteristic
cashew aroma" and "characteristic goat cheese taste". The addition of the concentrated
extract provided a reduction of the purchase intention, however the cheese with extract
still had a positive intention, being this a differentiated product of yellow coloration, of
nutritional value added and of good acceptance.

Keywords: Goat's milk cheese. Carotenoid extract. Stability. Attribute diagnosis.
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INTRODUCAO

A caprinocultura leiteira vem buscando expandir sua produgdo no mercado
mundial e nacional. Em 2014, o rebanho mundial de caprinos era de aproximadamente
1,06 bilhdes de cabecas, com o Brasil apresentando destaque na 22° posicdo do
ranking mundial (FAO, 2015). Segundo dados do IBGE, o rebanho nacional brasileiro
de caprinos alcancou 9,61 milhdes de cabecas no ano de 2015, sendo a maior parte da
producdo concentrada na regido Nordeste onde possui 92,7% do rebanho nacional
caprino (IBGE, 2015). Dentro da regido Nordeste, os principais produtores sao Bahia e
Pernambuco, entretanto o estado do Ceara colabora de forma expressiva com 11,6%
da produgéo nacional (IBGE, 2015).

O valor nutricional do leite de cabra € amplamente conhecido no meio cientifico,
sendo rico em acidos graxos de cadeia curta (AGCC) ou saturados que auxiliam no
controle de triglicerideos, além de conter algumas enzimas capazes de converter
carboidratos em acgucares simples e fermentos lacticos, que auxiliam na protecao do
intestino frente a acdo patogénica de algumas bactérias (ALVES; PRINEIRO, 2003). O
leite de cabra possui auséncia ou reduzido teores de as; caseina ocasionando assim
uma diminuicdo do seu potencial alergénico (MARLETTA et al., 2004). Devido a sua
composicdo antialergénica, aliado ao seu elevado valor nutricional e digestibilidade, os
produtos derivados de leite cabra estdo cada vez mais sendo consumidos por pessoas
de diferentes faixas etarias (RAYNAL LJUTOVAC et al.,, 2008; PANDYA; GHODKE,
2007; ALVES; PINHEIRO, 2003), com especial destaque para idosos e criancas.

No mercado de laticinios, a producdo de derivados a partir do leite de cabra
apresenta uma excelente oportunidade na diversificagcdo de produtos, dentre eles, na
producdo de queijos e iogurtes. Milani e Wendorff (2011) relatam que o leite de cabra
agrega aos gueijos propriedades e sabores Unicos, devido as suas propriedades
organolépticas especificas como o sabor e textura (RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2008).
Vargas et al.,, (2008) elaboraram um iogurte com leite de cabra e verificaram uma
textura mais macia e menos viscosa quando comparado com o iogurte produzido com
leite de vaca. Neste sentido, o desenvolvimento de produtos a partir do leite caprino
possibilitaria um aquecimento no mercado de produtos lacteos, agregaria valor ao

produto estimulando seu consumo e ampliando sua produgéo.
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Como alternativa para elaboragédo de produtos derivados de leite de cabra, a
Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) tem direcionado suas
pesquisas para o desenvolvimento de queijos tipo Coalho diferenciados, como o queijo
probiético (EMBRAPA, 2016), o queijo com adi¢ao de 6leo de pequi (BENEVIDES et al.,
2010) e o queijo adicionado de cumaru (BENEVIDES et al.,, 2009). Como alternativa
para o queijo, pode-se também vislumbrar a adicdo de um extrato de carotenoides
obtido a partir das fibras residuais do processamento do pedunculo de caju para
agregar valor nutricional aos produtos. A obtencdo do material foi recentemente
reportado por Abreu et al., (2013), que demonstraram que o extrato apresenta elevada
concentracdo de carotenoides como ésteres de xantofilas, como auroxantinas e all-
trans-B-criptoxantinas, luteina e B-caroteno — que possuem diversas acfes bioldgicas,
como precursor de vitamina A, antioxidante ou até mesmo protecdo da degeneracéo da
macula ocular — podendo vir a ser uma alternativa interessante para agregar valor ao
queijo de cabra e estimular seu consumo. Os autores reportam que, 0 extrato
concentrado em carotenoides obtido através de um processo techolégico que
contempla o uso de enzimas, prensagens sequenciais e microfiltracdo, apresenta um
elevado valor nutricional, além de um potencial uso como corante alimentar (ABREU et
al, 2013a; ABREU et al, 2013b)

Considerando-se a producao de queijos diferenciados a partir de leite de cabra
como alternativa para a agregacdo de valor a caprinocultura leiteira, este estudo teve
como obijetivo avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais do
queijo de leite de cabra tipo “coalho” adicionado de extrato concentrado de carotenoides

obtido a partir das fibras do pedinculo do caju.

MATERIAIS E METODOS

Fibra do pedunculo de caju

Os pedunculos de caju da variedade CP-76 foram adquiridos do campo
experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, situado em Pacajus-CE. Os
pedunculos foram descatanhados, lavados em agua corrente e higienizados com

solucéo de hipoclorito de sodio a 200 ppm por 15 minutos. Apos enxague do material,
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os pedunculos foram prensados em prensa do tipo Expeller para extracao do suco e
obtencao da fibra residual. As fibras residuais da prensagem foram armazenadas em
camara de congelamento (-18°C) até o seu uso para a obtencéo do extrato concentrado

de carotenoides.

Obtencdo do extrato de carotenoides a partir das fibras residuais do
processamento do pedunculo de caju

Para a obtencdo do extrato concentrado de carotenoides, as fibras do
processamento foram misturadas com agua (proporcao 1:1) e 500 ppm de enzima ultra-
Pectinex, assim como descrito por Abreu et al., (2013). Apés 1 hora de maceracéo a
50°C, a mistura foi prensada para a liberacdo do extrato aquoso. A operacdo de
prensagem foi realizada em seis ciclos consecutivos com a incorporacado do extrato as
fibras, sendo que no sexto ciclo as fibras residuais foram separadas do extrato e
submetidas a mais uma prensagem. Apds 0s sete passos de prensagem uma
suspensao de cor amarela foi obtida. Em seguida, essa suspenséao foi pré-filtrada, e
centrifugada (4500 rpm por 5 minutos) para retirada de sélidos, como amido. Apés, o
extrato foi submetido a um sistema de microfiltragdo equipado com membranas de
cerdmica em Oxido de aluminio, até um fator de reducdo volumétrica (FRV) = 16,
seguido de diafiltracdo. A fracdo de carotenoides ficou concentrada na fase retida do
processo. Por fim, o material foi submetido ao processamento térmico de pasteurizacao
(80°C por 30 segundos), utilizando um trocador Tubular Armifield FT74X e efetuado o
enchimento a quente em garrafas de vidro ambar de 100 mL, previamente higienizadas
com cloro a 200ppm. As garrafas permaneceram sob refrigeracédo (5°C) até o0 momento

do uso.

Desenvolvimento dos queijos de leite de cabra tipo “coalho”

O leite de cabra cru utilizado na fabricagdo dos queijos tipo “coalho” foi obtido
diretamente na Embrapa Ovinos e Caprinos em Sobral-CE. Foram fabricados dois tipos
de queijo, sendo o primeiro sem adi¢do do extrato de carotenoides (controle), e com

extrato.
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O leite foi pasteurizado a 62-65°C por 30 minutos e em seguida resfriado a 35-
37°C. Em seguida foi adicionado o fermento (Streptococcus cremoris) na propor¢cao de
1,5% sobre o volume do leite, o cloreto de calcio (10 a 25g para cada 100 litros de leite)
e o coalho (comercial). Apés 40 minutos em repouso foi efetuado o corte da coalhada.
O corte foi realizado para obtencdo de cubos com aproximadamente 1,5 cm.
Posteriormente, foram efetuadas as mexeduras para que ocorresse a expulséo do soro
dos cubos.

A primeira mexedura foi realizada lentamente por 5 minutos e em seguida
deixada em repouso por trés minutos. Em seguida foi a realizada a segunda mexedura.
Esse processo ocorre em sua totalidade aproximadamente em 10 minutos.
Posteriormente foi realizado o aquecimento da massa para acelerar a saida do soro dos
graos. A massa foi aquecida a 75°C e cerca de 50% do soro foi retirado, em seguida foi
feito uma mexedura rdpida por 5 minutos. Foi adicionado sal na proporcéo de 120g de
sal para 10 litros do volume inicial do leite e apds 15 minutos o sal foi retirado. Em
seguida, foi adicionado o extrato de carotenoides na concentracdo de 2% em relacéo a
guantidade de massa e foi homogeneizado. Ap6s homogeneizacdo, os queijos foram
colocados em formas de polietileno e em seguida prensados. Apés 12 horas, 0s queijos
foram embalados a vacuo em embalagens de polietileno, onde permaneceram em

temperatura de refrigeracéo (5°C).

Andlise quimicas, fisico-quimicas, fisicas do queijo de leite de cabra tipo

“coalho”

Umidade

Secou-se 10g de areia tratada em estufa a 105°C por 1 hora. Em seguida, foi
pesado 3g da amostra, espalhando bem no fundo da capsula. Posteriormente, a
amostra com a areia tratada foi colocado na estufa a 105°C por 24 horas. Os resultados

foram expressos em percentual (AOAC, 1995). A analise foi realizada em triplicata.
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Proteina

A determinacdo de proteinas do queijo foi realizada pelo método de Kjeldahl
(AOAC, 1997 com adaptacdes). Pesou-se 0,2g da amostra em papel filtro e a amostra
foi transferida para o tubo de digestdo. Em seguida foi adicionado 3 mL de acido
sulfarico e 0,1 grama da amostra digestora. Logo, a amostra foi aquecida em bloco
digestor por aproximadamente 6 horas, ate a digestdo completa. Apdés a digestao, o
tubo de digestdo foi acoplado ao aparelho de destilacdo e foi adicionado 20 mL de
hidroxido de sddio 50%. O destilado foi transferido diretamente para o Erlenmeyer
contendo 25 mL de acido bérico com duas gotas de fenolftaleina e posteriormente
titulado com &cido cloridrico. A andlise foi realizada em triplicata. O resultado foi

expresso em % de proteinas.

Acidez titulavel

Pesou-se 10 gramas de queijo e foi transferido para um baldo volumétrico de
100 mL. Em seguida foi adicionada agua morna até completar o baldo. Tomou-se um
aliquota de 50 mL e foi adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina e titulado com hidroxido de
sodio 0,1N. A andlise foi realizada em triplicata. Os resultados foram expressos em %
de &cido latico.

Atividade de agua

Foi realizada a determinacdo da atividade de agua através da média de trés
leituras efetuadas utilizando o equipamento aqualab, variando de 0 a 1. A analise foi
realizada em triplicata.

Gordura

Foram pesados 3 g da amostra no copo do butirdmetro especial e adaptado ao
mesmo. Em seguida foi adicionado 5 mL de agua morna (30 - 40°C), 10 mL de acido
sulftrico, 1 mL de alcool isoamilico e agua morna até completar o volume do tubo. A
amostra foi colocada em banho-maria a 63°C durante 15 minutos e posteriormente

centrifugada a 1200 rpm por 15 minutos (IAL,1995). A anélise foi realizada em triplicata.
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A leitura foi efetuada diretamente na escalada do butirdmetro e os resultados expressos

em %.

Gordura do extrato seco (GES)

Foi calculada através da férmula:
% GES = (% gordura / % extrato seco) x 100

pH

Foi pesado 10g da amostra e adicionado 50 mL de agua destilada e sem
seguida agitado por 30 segundos em agitador magnético para dispersar bem o queijo
na agua. A leitura foi determinada através de leitura direta das amostras em
potenciometro (Mettler DL 12) com membrana de vidro, aferido com tampdes de pH 7 e

4 (1AL,1985). A andlise foi realizada em triplicata.

Cor
Foi realizada a determinacao da cor através da média de trés leituras efetuadas
em pontos aproximadamente equidistantes, utilizando-se colorimetro de marca

MINOLTA modelo CR 300 (parametros L*, a* e b*). A analise foi realizada em triplicata.

Carotenoides totais

Os extratos foram preparados segundo metodologia proposta por Rodriguez-
Amaya (2001) com modificacdes. Foram pesadas (g) do extrato concentrado de
carotenoides em béqueres, em seguida transferido para cadinhos de porcelanato
contendo 4,5 gramas de hiflosupercel (Celite) e posteriormente a adicdo de 80 mL do
solvente acetona refrigerada (5°C). O material foi filtrado a vacuo, utilizando-se um filtro
de papel e um funil de Blchner. A extragcdo com acetona foi realizada trés vezes para a
extragdo completa dos carotenoides. Em seguida o filtrado foi transferido para o funil de
separacdo e posteriormente foi adicionado 80 mL de éter de petréleo para que
ocorresse a transferéncia dos pigmentos da acetona para o éter de petrdleo. Cada



77

fracdo foi lavada trés vezes com 200 mL de agua destilada para retirar toda acetona.
Posteriormente foi adicionada uma solug&o de hidroxido de potassio 10% para realizar
a etapa de saponificacdo. ApOos o periodo de 24 horas, a solucdo saponificada foi
transferida para o funil de separacéo e foi lavado exaustivamente até a neutralizacdo do
pH da agua de lavagem (~ pH = 7).

Apds essa etapa, foi adicionado sulfato de sodio para a retirada de residuos de
agua destilada. Para a daterminacao dos carotenoides totais, expresa em [3-caroteno,
utilizaou-se um espectrofotdbmetro do tipo Cary 50. Para isso, cerca de 50 mL do extrato
de carotenoides em éter de petréleo foi evaporado e em seguida ressuspenso em éter
de petréleo. O teor de B-caroteno foi estimado a partir da leitura da absorbancia do
extrato ressuspenso em comprimento de onda 450 nm. A analise foi realizada em
triplicata. Os resultados foram expressos em micrograma de B-caroteno por grama de

extrato (ug. g7).

Anélise do Perfil de Textura

Foi retirada uma fatia de trés centimetros de espessura da peca de queijo. A fatia
foi colocada sobre superficie plana e foram retirados dez cilindros de partes distintas.
Os cilindros de queijo foram extraidos utilizando-se vazador cilindrico de a¢o inox com
lamina afiada na extremidade, diametro de 1,9 cm, fabricado especialmente para este
teste. Os cilindros foram embalados em sacos de polietileno e acondicionados em
recipiente isotérmico com gelo, por uma hora antes do inicio do teste.

O perfil de textura foi obtido por teste de dupla compressédo dos cilindros de
queijo em analisador de textura TA-XT2i (Stable Micro Systems). As condi¢cdes
utilizadas nos testes foram: tipo de teste: Analise do Perfil de Textura (TPA); velocidade
de teste: 1,0 mm/s; distancia de compressdo: 10 mm, equivalente a 50% de
compresséo; forca de contato: 5,0 Kg; probe utilizado: cilindro de aluminio com 25 mm
de diametro (P25). Os dados foram coletados no programa “Texture Expert for Windows
1.20” (Stable Micro Systems). Foram analisados os parametros dureza, coesividade,
elasticidade e mastigabilidade e gomosidade. Para cada amostra foram realizadas dez

repeticoes.
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Anélise microbioldgica

As analises microbiolégicas realizadas foram coliformes fecais, E. coli,
Staphylococcus coagulase positiva e pesquisa de Salmonella ssp., conforme a
metodologia descrita no manual FDA's Bacteriological Analytical Manual.

A determinacdo de coliformes fecais e E. coli foi realizada pela técnica do
Numero Mais Provavel (NMP). Aliquotas de cada diluicdo foram adicionadas em uma
série de trés tubos de caldo lauril triptose (Becton Dickinson, Sparks, USA) e, em
seguida, incubados a 35 °C/24 h (em caso de ndo haver crescimento com producao de
gas incubar por mais 24 h). Apés a incubacao transferiu-se uma algada de cada tubo
positivo (crescimento e producdo de gas) para tubos contendo caldo verde brilhante bile
2% (Becton Dickinson, Sparks, USA) e incubados a 35 °C/24-48 h para determinacéo
do NMP de coliformes totais. Para confirmacdo da presenta de coliformes fecais
(termotolerantes), uma alcada de cada cultura positiva em caldo lauril triptose foi
inoculada em caldo E. coli. Apos incubacéo a 45,5 = 0,2°C por 24 - 48 h determinou-se
NMP/mL de coliformes fecais, com base uma tabela de NMP (FENG et al., 2013 -
Apéndice 2). Para confirmacdo da presenca de E. coli a cultura foi estriada em agar
eosina azul de metileno (Becton Dickinson, Sparks, USA) e 5 colbonias isoladas foram
submetidas aos testes bioquimicos IMVIC (FENG et al., 2013).

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada em 25 g de
amostra, a qual foi homogeneizada 225 mL de agua peptonada tamponada e
preparadas diluicdes seriadas. Aliquota de cada diluicdo foi transferida para placa e
adicionada de 15 mL de agar Baird Parker (Becton Dickinson, Sparks, USA). A amostra
foi espalhada na superficie do agar e incubadas a 35 °C por 24 h. Colénias tipicas
foram submetidas ao teste de coagulase O resultado foi expresso em UFC/mL
(BENNETT; LANCETTE, 2001).

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada em 25 g de amostra, a qual foi
homogeneizada em 225 mL de caldo de enriquecimento (caldo lactosado) e incubados
a 35 °C por 24 h. Aliquotas de 0,1 mL da cultura foi inoculada em caldo Rappaport-
Vassiliadis e caldo tetrationato, os tubos foram incubados a 42 °C/24 e 35 °C/24 h,
respectivamente. Posteriormente, as culturas foram estriadas em agar entérico de

Hektoen e agar xilose lisina desoxicolato. As placas foram incubadas a 35 °C/24 h.
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Apébs o periodo de incubagdo procedeu-se confirmacdo preliminar e definitiva das
colbnias tipicas do género Salmonella por meio de teste bioquimicos e soroldgicos
(ANDREWS; JACOBSON; HAMMACK, 2014). O resultado foi expresso como presenca
ou auséncia de Salmonella spp. em 25 mL.

Testes de aceitacéo, aparéncia, intencdo de compra e perfil sensorial

Foi realizada no Laboratorio de Andlise Sensorial da Embrapa Agroindustria
Tropical, em Fortaleza — CE, com consumidores potenciais do produto e ndo treinados.
O publico, constituido de 50 consumidores, foi caracterizado quanto a género e idade, e
solicitado a assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os
protocolos dos testes sensoriais foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual do Ceard, sob parecer n°® 147.279.

Para os testes de aceitacdo, intencdo de compra e perfil sensorial os queijos
foram servidos aos julgadores em copos de polipropileno de 50 mL contendo 5 gramas
de cada queijo, identificados com codigos de trés digitos e distribuidas aleatoriamente.
Para a andlise de aceitacdo de aparéncia e cor o queijo coalho foi exposto sobre
bandejas brancas e iluminacdo de luz branca. Foi utilizado o delineamento casualizado
em uma sessdo e em dois tempos: 0 e 30 dias. A aceitacdo das amostras foi avaliada
pelos atributos aceitacdo global, sabor e textura, aceitacdo de aparéncia global e
aceitacado da cor para ambas amostras utilizando uma escala hedénica estruturada de 9
pontos ancorados nos extremos pelos termos “gostei muitissimo” e  “desgostei
muitissimo”. A intencdo de compra foi avaliada para ambas as andlises utilizando uma
escala variando de 0 a 5, sendo certamente ndo compraria e certamente compraria,
respectivamente.

Para a avaliacdo de intensidade dos atributos foram montadas fichas de
avaliacdo das amostras, utilizando uma escala ndo estruturada de 9 cm, ancorada
pelos pontos extremos de suas intensidades. Para a avaliagdo dos atributos, foram
avaliados: intensidade da cor amarela (“nenhum” e “forte”), sabor caracteristico de caju
(“nenhum” e “forte”) , sabor caracteristico de queijo de leite de cabra tipo “coalho”

(“nenhum” e “forte”), aroma caracteristico de caju (“nenhum” e “forte”), aroma
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caracteristico de leite de cabra tipo "coalho” (“nenhum” e “forte”) e maciez (“pouco” e

“muito”).

Analise estatistica

Os dados obtidos no periodo experimental (0 e 30 dias) foram avaliados pela
analise de variancia ANOVA e teste de médias de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o
programa estatistico SAS (SAS Uses Guide: Version 6.11. Edition 1996, Institute Inc, n.
C. USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo do queijo de leite de cabra tipo “coalho” sem e com adi¢cdo do
extrato de carotenoides

A composi¢do quimica, fisico-quimica e fisica do queijo de leite de cabra tipo
‘coalho” sem adicdo do extrato (controle) e com extrato concentrado de
carotenoides, nos tempos 1° dia e 30° dia de estocagem sob refrigeracdo a 5°C,

encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao do queijo de leite de cabra tipo “coalho” controle e com extrato
adicdo do extrato de carotenoides ao longo do periodo de armazenamento (1° e 30°)

sob refrigeragao (5°C).

Variaveis Controle Com extrato
1° dia 30° dia 1° dia 30° dia
Umidade (%) 41,22 +0,42aA 44,06+0,43aB 43,78 +0,32bA 47,13+0,14 bB

ES* (%) 58,78 £ 0,42 aA 55,94 +0,43aB 56,22 +0,32bA 52,87 +0,14 bB
Gordura (%) 24,16 + 1,44 aA 23,83+x1,26aA 24,17 +1,44aA 23,00+0,50 aA
GES** (%) 41,10+ 2,19aA 4259+2,04aA 42,97 +280aA 43,50+0,90 aA
Proteina (%) 26,54 +0,52aA 20,54+0,84aB 26,15+0,48aA 17,84+1,75aB
Acidez (%) 0,37+0,00aA 0,38+0,01aA 0,43+0,01bA 0,45+0,01bB
Aa 0,96 + 0,00 aA 0,98+0,00aB 0,94+0,03aA 0,97 +£0,01bA
Ph 5,87 £ 0,02 aA 581+0,02aB 5,48+0,02bA 5,41+0,02bB
Carotenoides*** 0,00 + 0,00aA 0,00+0,00aA 896+244bA 8,43+1,15bB
L* 88,51+0,16 aA 89,19+0,54aA 78,34+£159bA 72,93 +0,41DbA
ax -2,83+0,07aA -3,00+0,05aB -2,31+0,15bA -2,52+0,11 bA
b* 13,58 +0,22aA 13,58 +0,22aA 40,30+ 1,16 bA 45,61 £0,12 bA

*ES = Extrato Seco. ** GES = Gordura em Extrato Seco. *** Carotenoides, expresso em ug de B-
caroteno. g'1 de queijo.
a, b — Para cada linha, letras mindsculas diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05) obtidas
entre os diferentes queijos para um mesmo periodo de armazenamento.
A, B — Para cada linha, letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05) obtidas
entre os diferentes periodos de armazenamento de cada um dos produtos estudados.
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De acordo com os resultados, os valores médios para a umidade e o extrato
seco total de ambas as amostras, indiferentemente do tempo de armazenamento,
estiveram de acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos
de Coalho (BRASIL, 2001) e Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos
Produtos Lacteos (BRASIL, 1996). Esses regulamentos estabelecem, para queijo de
coalho, teores de umidade variando de 36 a 54,9%, e gordura no extrato seco total
variando de 35 a 60%, o que classifica estas amostras como queijo gordo e de alto teor
de umidade.

Levando-se em consideracao os queijos com e sem adicdo de extrato em seus
diferentes tempos de armazenamento (1 e 30° dia), pode-se observar que a acidez
titulavel, expressa em percentual de &acido lactico, variou de 0,37 a 0,45, e que o pH,
por sua vez, variou de 541 a 5,87. De um modo geral, a adicdo do extrato de
carotenoides elevou a acidez do produto, e consequentemente, diminuiu o pH, sendo
estes parametros com diferencas estatisticamente significativas quando considera-se P
< 0,05. Porém, para ambos 0s queijos, independente do tempo de armazenamento, 0s
valores sdo proximos aos comumente reportados para queijo tipo Coalho, como
Andrade (2006), que, analisando amostras deste tipo de queijo produzido no Ceara,
constatou valores médios de 0,42% para acidez, e Silva et al,. (2010), que relataram
valores que variaram de 0,34 a 0,43%.

Como esperado, a adicdo do extrato ndo influenciou nos valores de lipideos e
proteinas do queijo. Porém, ao final do periodo de armazenamento sob refrigeracao,
ocorreu uma reducdo nos teores de proteinas de ambos os queijos, sendo mais
pronunciada no queijo com adicao do extrato. A reducdo no teor de proteinas durante o
armazenamento pode estar relacionados ao fenbmeno da protedlise. Na proteodlise
ocorre a hidrélise da proteina (caseinas) resultando primeiramente em peptideos
maiores, seguido de peptideos menores e por fim, em aminoacidos livres. Como
resultado, tem-se um aumento do pH e reducgéo na atividade de agua (McCSWEENEY,
2004). Porém, essas alteracdes ndo foram observadas no presente trabalho.

Com relacdo aos carotenoides, pode-se observar variagcdes estatisticamente
significativas entre as amostras controle e com extrato. Em termos praticos, o extrato

de carotenoides adicionado ao queijo proporcionou uma coloracdo amarela ao produto
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(Figura 1), o que ja era esperado, uma vez que 0s carotenoides majoritarios do extrato
— que sdo os ésteres de xantofilas, como auroxantilas e all-trans-B-criptoxantinas —
apresentam uma coloragcdo amarelo intensa, como ja reportado por Abreu et al.
(2013a). Considerando uma mesma amostra, durante o periodo de armazenamento,
pode-se observar um descréscimo estatisticamente significativo (P < 0,05) nos teores
de carotenoides, em ambos 0s queijos. A literatura reporta que os carotenoides sao
sensiveis a varios fatores, como incidéncia de luz e exposicdo ao oxigénio. Embora os
queijos tenham sido armazenados em embalagens de polietileno, que permite a
passagem de oxigénio e luz, as perdas de carotenoides podem ser consideradas
pequenas. Considerando o queijo com adicdo de extrato, as perdas foram de apenas
6%, 0 que torna o produto ainda uma excelente fonte de carotenoides. Intrinsicamente
relacionado ao teor de carotenoides, a adicdo de extrato influenciou nos valores de L*
(luminosidade) e a* (que varia do verde ao vermelho), que descresceram com adi¢ao do
extrato, enquanto que os valores de b* (que varia do azul ao amarelo) aumentaram.

A comparacao dos resultados obtidos no presente trabalho € dificultada, pois
este é a primeira vez que estuda-se a adicdo, em alimentos, de um extrato concentrado
de carotenoides obtido a partir da fibra de pedunculo de caju. Porém, considerando a
adicdo de carotenoides em um produto lacteo, pode-se utilizar Maus (2011) como
comparativo. Esse autor avaliou a estabilidade da luteina comercial adicionada em
queijo tipo “prato” durante 56 dias de armazenamento refrigerado. O autor verificou que
nao ocorreram perdas significativas (P < 0,05) nas concentracdes deste carotenoide

durante este periodo de armazenamento.

Controle Com extrato

Figura 1. Queijo de leite de cabra do tipo “coalho” de cabra controle e com extrato
concentrado de carotenoides.
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A textura instrumental dos queijos sem e com adi¢céo de extrato de carotenoides

€ apresentada na Tabela 2.

”

Tabela 2. Textura instrumental das amostras de queijo de leite de cabra tipo “coalho
controle e com extrato concentrado de carotenoides no 1° e 30° dia de
armazenamento sob refrigeracéo (5°C).

Variaveis Controle Com extrato
1° dia 30° dia 1° dia 30° dia
Dureza 801,77 £ 155,44 aA 2044,59 + 258,68 aB 800,93 £ 93,77aA 1244,32 + 159,67 aB
Adesividade -2,41 + 1,78 aA -5,52 + 4,15aA -3,70 £ 2,91aA -9,31+2,01aB
Elasticidade 0,87 £ 0,01 aA 0,88 £ 0,02 aB 0,85 £ 0,01bA 0,82 +£0,01 aB
Coesividade 0,77 £ 0,01 aA 0,75+ 0,04 aA 0,77 £ 0,01aA 0,71 +£0,02 bB

Gomosidade 670,62 + 120,44 aA 1538,80+ 191,68 aB 620,04 + 71,71aA 890,46 + 99,59 bB
Mastigabilidade 533,68 £ 99,38 aA  1356,31 + 182,24 aB 524,45 + 61,47 aA 733,64 + 78,10 bB

a, b — Para cada linha, letras minasculas diferentes indicam diferencas significativas (P
< 0,05) obtidas entre os diferentes queijos para um mesmo periodo de armazenamento.
A, B — Para cada linha, letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas (P
< 0,05) obtidas entre os diferentes periodos de armazenamento de cada um dos
produtos estudados.

Os parametros medidos na analise do perfil de textura dos queijos ndo variaram
significativamente (P > 0,05) com a adicdo do extrato de carotenoides, exceto para
elasticidade no 1° dia. Porém, os valores sdao muito préximos entre si (0,87 + 0,01 e
0,85 = 0,01, para o queijo sem e com adicdo do extrato de carotenoides,
respectivamente), e as diferencas estatisticas podem ter ocorrido devido ao baixo
desvio-pdrao existente nas amostras. Com relacdo ao periodo de armazenamento,
variacfes de textura, para ambos os queijos, foram verificadas principalmente para os
seguintes parametros: dureza (que mede a for¢ca necesséria para realizar uma dada
deformacé&o), gomosidade (energia requerida para desintegrar um alimento semi-soélido
até esta pronto para deglutinacédo) e mastigabilidade (que € a energia requerida para
transformar o material sélido em um estado pronto para ser engolido). Também
observou-se uma pequena variagdo em elasticidade (velocidade o qual o material
deformado volta a condicdo ndo deformada, depois que a forca de deformacao e
removida) para ambos os queijos, e adesividade (que € o trabalho necessario para
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superar as forcas de atracao entre a superficie do alimento e outras superficies com as
quais o alimento entre em contato) e coesividade (que € a extensdo a que um material
pode ser deformado antes da ruptura) variaram somente para a amostra com adicao de
extrato. Em termos praticos, apds o tempo de armazenamento, ambas as amostras
apresentaram-se mais firmes e com maior resisténcia a mastigagao.

Oliveira (2013), analisando diferentes formulacdes de queijo de leite de cabra
tipo “coalho” adicionado de bacterias lacticas armazenada durante 21 dias sob
refrigeracdo (10°C), observaram variacbes estatisticamente significativas nos
pardmetros de dureza, elasticidade e coesividade no decorrer do periodo de

armazenamento.

Andlise microbiolégica
Os resultados da avaliagcao da qualidade microbioldgica dos queijo de cabra tipo
Coalho sem e com adicao do extrato de carotenoides sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Avaliacdo da qualidade microbiologica de queijo de leite de cabra tipo
“coalho” controle e com extrato concentrado de carotenoides.

Variaveis Controle Com extrato
1° dia 30° dia 1° dia 30° dia
Coliformes fecais e E. coli (NMP/q) <3 <3 <3 <3
Staphylococcus coagulase positiva <100 <100 <100 <100
Salmonella spp. (Auséncia/25Q) Auséncia Auséncia Auséncia  Auséncia

Os valores encontrados nas analises microbioldégicas das duas amostras de
gueijo apresentam-se de acordo com as normas vigentes na legislacao para Coliformes
a 35 °C e 45 °C (NMP/g), Staphylococcus coagulase positiva (log UFC/g), Salmonela
spp./25 g para queijos de média umidade a alta umidade (maior que 36% e menor que
54,9%) baseada na portaria N° 146 do MAPA que dispde sobre o Regulamento Técnico
Geral para Fixacdo de Requisitos Microbiolégicos de Queijos (BRASIL, 1996), néo

representando riscos a saude do consumidor.
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Anélise sensorial
Os resultados dos atributos sensoriais relacionados ao teste de aceitacdo do
queijo de leite de cabra tipo Coalho sem e com extrato de carotenoides sé&o

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Médias dos atributos sensoriais do queijo de leite de cabra tipo “coalho”
Controle e com extrato concentrado de carotenoides.

Atributos Controle Com extrato
1° dia 30° dia 1° dia 30° dia
Aceitacdo Global 7,44 aA 7,32 aA 6,54 bA 6,66 bA
Sabor 7,34 aA 6,82 aA 6,70 aA 6,24 bA
Textura 7,77 aA 7,52 aA 7,10 aA 6,98 bA
Cor 7,42 aA 7,16 aA 5,88 bA 6,42 bA
Aparéncia 7,52 aA 7,12 aA 6,26 bA 6,74 aA

a, b — Para cada linha, letras minasculas diferentes indicam diferencas significativas (P
< 0,05) obtidas entre os diferentes queijos para um mesmo periodo de armazenamento.
A, B — Para cada linha, letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas (P
< 0,05) obtidas entre os diferentes periodos de armazenamento de cada um dos
produtos estudados.

No 1° dia de armazenamento dos queijos, os valores médios obtidos nos testes
de aceitacdo apresentaram diferencas estatisticamente significativas (P > 0,05) entre as
amostras sem e com adi¢do de extrato. Em comparacéo aos dois produtos, o queijo de
cabra tipo Coalho sem adicdo de extrato de carotenoides apresentou valores mais
elevados para todos os atributos avaliados. As notas sensoriais do queijo sem extrato
de carotenoides variaram de “gostei” a “gostei muito” na escala heddnica de 9 pontos.
Para o queijo com adigao de extrato, as notas variaram de “gostei pouco” a “gostei”,
exceto para a cor, que apresentou uma nota mais baixa, variando de “nem gostei, nem
desgostei” a “gostei pouco”. De uma forma geral, o queijo com adicdo de extrato
obteve uma média inferior em todos os atributos sensoriais, em ambos 0s tempos,
guando comparado ao queijo sem o0 extrato de carotenoides. Este fato de menor
aceitacdo do queijo com adicdo de extrato pode ter ocorrido devido a diferenca da cor
caracteristica do queijo Coalho de cabra, que com adi¢cédo do extrato, apresentou um cor
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amarela e com aspecto gorduroso, descaracterizando o queijo de leite de cabra e assim
alterando negativamente a percepc¢ao do consumidor.

Santos et al., (2011) analisando queijos do tipo Coalho elaborado a partir de uma
mistura de leite de cabra e leite de vaca, verificaram que o queijo com 100% de leite de
cabra obteve a maior aceitacdo global, demonstrando que os consumidores — de uma
forma geral — apresentam uma aceitagcdo maior para queijos elaborados com este tipo
de leite. Souza et al., (2011) avaliando os atributos sensoriais de queijos de leite de
cabra tipo Coalho condimentado com cumaru, verificaram que 0 queijo apresentou uma
boa média de aceitagdo global, com notas que variaram de “gostei pouco” a “gostei
muito” respectivamente.

Com relacdo ao periodo de armazenamento, pode-se observar que, para ambas
as amostras, as variagcbes para todos os parametros avaliados ndo foram
estatisticamente significativas, considerando P < 0,05. Em comparacdo aos resultados
das analises fisicas, fisico-quimicas e quimicas, pode-se observar que, embora tenham
sido observadas alteragbes significativas (P < 0,05) nos valores de carotenoides,
umidade e textura instrumental ao longo do periodo de armazenamento, essas
alteracbes nao foram suficientes para comprometer a aceitagdo do consumidor nos
produtos avaliados.

A intencdo de compra de ambos o0s produtos, tanto no seu 1° de

armazenamento, assim no 30° dia, podem ser visualizados na Figura 2.
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Figura 2. Intencdo de compra dos queijos de leite de cabra tipo “coalho” controle e
com extrato concentrado de carotenoides, no 1° e 30° dia de armazenamento sob
refrigeracao (5°C).

De uma maneira geral, a adicdo do extrato de carotenoides diminuiu a intencéo
de compra do produto, onde a intengao positiva (considerando apenas o “certamente
compraria” e “provavelmente compraria®) passou de 82% para 66% para o queijo de
cabra tipo Coalho sem e com adi¢cdo de extrato de carotenoides, respectivamente. Ao
final do periodo de armazenamento (30°dia), houve uma diminuicdo da intencdo de
compra para ambos os produtos, porém mais acentuada para o queijo sem adicao de
extrato, que apresentou intencdo de compra positiva para 52% dos provadores.

Resultado semelhante foi observado em estudo com queijo prato com luteina,
onde a intencdo de compra diminuiu de 75,7% para 47,6%, considerando o queijo
comercial e o queijo adicionado de luteina, respectivamente (MAUS, 2011). Conforme
Maus (2011) a diminuicdo da aceitacdo de compra esta relacionado ao gosto residual
provocado pela incorporacdo da luteina. Apesar do gosto residual de caju percebido
pelos consumidores com a adi¢cdo do extrato de carotenoides, esta caracteristica nao
influenciou na inteng&o positiva de compra do produto. A adicdo do extrato concentrado
ocasionou a diminuigdo da aceitacdo e proporcionou a descaracterizacao do queijo de
leite de cabra tipo Coalho, pois segundo as fichas de avaliacdo realizadas pelos

provadores, foi percebido que os provadores — de uma maneira geral - acreditam que o
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queijo branco é um queijo natural e menos gorduroso. Além disso, a incorporacdo do
extrato alterou o sabor do queijo, devido ao gosto acentuado de caju (ver Tabela 5,
Figuras 3 e 4). Entretanto, os provadores ndo tinham conhecimento de que a adicédo do
extrato tinha o apelo de agregar valor nutricional e ndo somente de colorir.
Possivelmente o desconhecimento do apelo resultou em uma diminuicdo na aceitacao
da amostra com adicdo de extrato.

O perfil sensorial dos queijos de cabra tipo Coalho pode ser visualizado na
Tabela 5.

Tabela 5. Médias dos atributos do perfil sensorial do queijo de leite de cabra tipo
‘coalho” controle e com extato concentrado de carotenoides.

Atributos Controle Com extrato
1° dia 30° dia 1° dia 30° dia
Intensidade da cor amarela 0,42 aA 0,38 aB 6,85 bA 7,57 bA
Maciez 5,97 aA 5,54 aA 6,06 aA 6,70 bA

Aroma caracteristico de queijo de leite 3,60 aA 4,14 aA 3,29aA 3,38aA
de cabra*
Sabor caracteristico de queijo de leite 5,54 aA 6,31 aA 4,41 bA 4,09 bA
de cabra*
Aroma caracteristico de caju 0,46 aA 0,34 aA 2,47 bA 2,38 DbA
Sabor caracteristico de caju 0,46 aA 0,74 aA 3,563bA 3,15bA

*Queijo de leite de cabra tipo “coalho”.

a, b — Para cada linha, letras minasculas diferentes indicam diferencas significativas (P
< 0,05) obtidas entre os diferentes queijos para um mesmo periodo de armazenamento.
A, B — Para cada linha, letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas (P
< 0,05) obtidas entre os diferentes periodos de armazenamento de cada um dos
produtos estudados.
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Figura 3. Perfil sensorial do queijo de leite de cabra tipo “coalho” controle e com
extrato concentrado de carotenoides no inicio do tempo de armazenamento (1° dia).

Com relacéo ao perfil sensorial dos queijos no 1° dia de armazenamento a 5°C
(Tabela 5, Figura 3), pode-se observar que o0 queijo Coalho com adicdo do extrato de
carotenoides se diferenciou principalmente pelos atributos “intensidade da cor amarela”,
“sabor caracteristico de caju” e “aroma caracteristico de caju”. Embora com menores
diferengas, o “sabor caracteristico de queijo de leite de cabra tipo Coalho” também foi
um atributo que apresentou diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) entre as
duas amostras avaliadas. Para “maciez” e “aroma caracteristico de queijo de leite de
cabra tipo Coalho”, a adi¢do do extrato de carotenoides nao interferiu nestes atributos

avaliados pelos provadores.
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Figura 4. Perfil sensorial do queijo de leite de cabra tipo “coalho” controle e com
extrato concentrado de carotenoides no final do tempo de armazenamento (30° dia).

Apéds o 30° de armazenamento sob refrigeracao (5°C) (Tabela 5, Figura 4), pode-
se observar que 0s gueijos mantiveram as mesmas caracteristicas predominantes, e
gue nao apresentou efeito do armazenamento sob estes atributos, exceto para a
“‘intensidade da cor amarela”, que apresentou diferenga estatisticamente significativa (P

< 0,05) para a amostra com extrato concentrado de carotenoides.

CONCLUSAO

O extrato concentrado de carotenoides no queijo de leite de cabra tipo coalho
influenciou nas caracteristicas e na aceitacdo dos produtos.

As variacbes de umidade, carotenoides totais e textura instrumental nao
influenciaram na aceitacéo dos produtos.

A adicdo do extrato de carotenoides apresentou uma diminuicdo na aceitacao

sensorial e intengdo de compra do queijo de leite de cabra tipo “coalho”, entretanto
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ambos 0s queijos obtiveram uma intencéo positiva de compra, mostrando que a adigéo
do extrato proporcionaria um queijo diferenciado de coloracdo amarela, de agregado

valor nutricional e com uma boa aceitacao.
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5 CONCLUSAO

De uma forma geral, pode-se concluir que extrato concentrado de carotenoides
apreeentou uma boa estabilidade quimica, fisica, fisico-quimica e microbiolégica no
decorrer de 180 dias de armazenamento refrigerado (5°C). O produto é rico em
carotenoides e compostos fendlicos, como os acidos anacardicos, e ndo apresentou
efeito toxico, quando testado em Artemia salina.

Levando-se em consideracao as caracteristicas do produto, pode-se vislumbrar o
seu uso em diferentes matrizes alimenticias, proporcionando alimentos diferenciados de
alto valor agregado. Quando aplicado em queijo coalho de cabra tipo “coalho”,
apresentou uma boa aceitagdo sensorial, podendo vir a contribuir como uma excelente

fonte de carotenoides para a alimentacdo humana.
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