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RESUMO

Objetivou-se no presente trabalho, isolar e identificar microrganismos aerdbios mesofilicos
contaminantes de superficie de queijo tipo Gorgonzola, avaliar o efeito antimicrobiano do
extrato etanolico de propolis verde sobre esses microrganismos e avaliar sensorialmente
queijos com aplicacdo de extrato etandlico de propolis verde em superficie. Queijos tipo
Gorgonzola tiveram sua superficie amostrada por raspagem. Diluicdes adequadas dessas
amostras foram inoculadas em meios DRBC (dicloran rosa de bangala clorafenicol) e agar
nutriente, para leveduras e bactérias respectivamente. A identificagao foi realizada pela
técnica MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of flight). Na
avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato de propolis verde realizou-se o teste de CMB
(concentragdo minima biocida) em todos os microrganismos isolados da superficie do queijo
tipo Gorgonzola. A caracterizacdo do extrato da propolis foi realizada por andlises fisico-
quimicas e para a propolis bruta, cromatografia gasosa para identificacdo de compostos
volateis. Para avaliacdo sensorial, realizou-se teste de comparagdo multipla e teste de
aceitacdo nas concentragdes 0% (tratamento controle), 5% e 10% do extrato etandlico de
propolis, na superficie dos queijos. Foram identificadas 10 espécies de leveduras pertencentes
aos géneros Yarrowia, Candida, Debaryomyces e Saccharomyces e sete espécies de bactérias
pertencentes aos géneros Staphylococcus, Bacillus, Enterococcus, Corynebacterium e
Proteus. O extrato etandlico de propolis verde apresentou efeito inibitério em bactérias, sendo
a espécie Bacillus cereus a mais sensivel (CMB de 0,31%) e a mais resistente Proteus
vulgaris (CMB de 5%). As leveduras se mostraram mais resistentes a agdo do extrato da
propolis sendo a espécie Saccharomyces cerevisiae a mais sensivel (CMB de 0,63%) e a
Candida parapsilosis a mais resistente (CMB de 5%). O extrato de propolis apresentou
elevada atividade biocida sobre a superficie do queijo, havendo melhora na inibicdo dos
microrganismos em relacdo ao teste in vitro. No mesmo teste, houve uma piora na inibigao
das leveduras pela natamicina em relagdo ao teste in vitro. No teste de comparagdo multipla
observou-se diferenga significativa em queijos com aplicacdo de extrato de prdopolis em
relacdo ao tratamento controle. No teste de aceitacdo, os queijos envolvidos com extrato de
propolis a 5% nao diferenciaram em relacdo ao controle, enquanto que para os aplicados de
extrato de propolis a 10%, houve ligeira diminui¢do da aceitagdo. O extrato da propolis verde
tem potencial e viabilidade para uso em queijo tipo Gorgonzola, inibindo as principais
bactérias e leveduras sem causar prejuizo nas caracteristicas sensoriais do queijo.

Palavras-chave: Propolis verde. Analise sensorial. CG-MS. A¢do antimicrobiana. Natamicina



ABSTRACT

The objective of this work was to isolate and identify aerobic mesophilic microorganism
contaminants of surface of Gorgonzola cheese, to evaluate the effect of the ethanolic extract
of green propolis on bacteria and yeasts isolated from the surface of Gorgonzola cheese and to
evaluate sensorially cheeses with the application of ethanolic extract of green propolis on the
surface. Adequate dilutions of the samples were inoculated in media DRBC (Dichloran Rose-
Bengal Chloramphenicol) and agar nutrient, for yeast and bacteria respectively. The
identification was performed by MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization —
Time of flight) technique. In order to evaluate the inhibition of the green propolis extract, the
test of MBC (minimum biocide concentration) was carried out in all species of the
microorganisms isolated from the Gorgonzola cheese surface. The characterization of the
propolis extract was performed by physical-chemical analysis and for crude propolis, gas
chromatography to identify volatile compounds. For sensory evaluation, a multiple
comparison test and acceptance test were performed at the concentrations 5 and 10% of the
ethanolic extract on the cheeses surface plus control treatment. It were identified 10 species of
yeasts belonging to four genera (Yarrowia, Candida, Debaryomyces and Saccharomyces) and
seven bacterial species belonging to five genera (Staphylococcus, Bacillus, Enterococcus,
Corynebacterium and Proteus). The ethanolic extract of green propolis presented an
inhibitory effect in bacteria, being Bacillus cereus the most sensitive (0.31% MBC) and the
most resistant Proteus vulgaris (MBC of 5%). The yeasts showed more resistance to the
action of the propolis extract, being the species most sensitive Saccharomyces cerevisiae
(MBC of 0.63%) and Candida parapsilosis the most resistant (MBC of 5%). The propolis
extract showed high biocide activity on the microorganism inoculated on the surface of
cheese. The multiple comparison test presented significant differences of the cheeses smeared
with extract of propolis on the surface in relation to the control treatment. The acceptance test
showed that the application of extract of propolis in 5% (g/g) did not differ to control, while
the 10% (g/g) concentration brings a little worsening in acceptation. The green propolis
extract has potential and viability for use in Gorgonzola type cheese, inhibiting the main
bacteria and yeasts with no disadvantage the sensorial characteristics of the cheese.

Keywords: Green propolis. Sensory analysis. GC-MS. Antimicrobial action. Natamycin



2.1
2.2
2.3
2.3.1
2.3.2
24

2.5

2.5.1
2.5.2
2.5.3

3.1
3.1.1

3.1.2
3.1.3

3.14

3.2

3.2.1

3.2.2

3.23
33

SUMARIO

INTRODUCAQ.......coueererneee w9

REFERENCIAL TEORICO........eueueuereeressessessessessessessesssssssssessessessssesesse 11
QUELJOS AZUIS ceeeeevvnnrienissanrecssssnriessssnnssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 1
Penicillium roqueforti 12
Microrganismos contaminantes dos queijos maturados.........ccceeeeeeneecenne 13
BaCterias.....ececniinsenseeisenisnensninsninsecssnecseisssessesssseessssssesssassssessssssssssssasens 14
LeVeAUIaS..uuiiiiineieiiintinisintteccssnneecsssseesssssssensssssssescssssssessssssssssssssssssssssses 15

Natamicina e salga no controle do crescimento de microrganismos em

QUELJO GOrgONZOla......cccceuueieisuereisnrcssnncssnissssnesssssesssssessssessssssssssssssssssssssssses 17
g 1) £ 0] N 18
Mercado e producao de propolis no Brasil.........ccoueienveccnsenicssanccssanescsnnees 18
Caracteristicas quimicas da propolis.... 19
Atividade antimicrobiana da propolis...........cceecccvercsssnrcssercssnercssnsscsssanes 20
MATERIAL E METODOS....c.ccoeeueemrennensenssensssssssenssesssesssessssssssssssssssssases 22
i 1) 4 0] TN 22

Coleta e obtencdo do extrato etandlico de propolis verde para as
ANALISES.ueeineiiniiriininiistintiiiiineecstsseessesssessssesssessstessassssssssassssssssassssssssasssss 22
Analise fisico-quimica do extrato etandlico da propolis verde.................. 22

Determinacio dos compostos quimicos volateis da propolis bruta por

Estimativa do custo de producio e aplicacdo do extrato etandlico de
propolis verde na superficie de queijo tipo Gorgonzola..............ccccceeeueneee. 23

Identificacio do microrganismos da superficie de queijo tipo

L€10) §011) 1 7/41] F: TN 24
AMOSEIAZCM...cuuueeericsisssnrrcsssssssecsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 24
Isolamento de MICrorganiSMOS.....cceeeeeienrrecssssnrecsssssnsrssssssssesssssssssssssssssssanns 24
MALDI-TOF MS: preparacio das amostras e identificacio.........cc.eeeu.e. 25

Determinacio da Concentracio Minima Inibitéoria (CMI) e Minima
Biocida (CMB) do extrato etandlico de propolis sobre microrganismos

isolados de queijo tipo GOrgonzola............ccoveeecivenicssencsssencsssanessesessssssssnns 26



34

3.5

3.51
3.5.2
3.5.3
3.54

4.1
4.1.2
4.2
4.3

4.4

Avaliacido da atividade antimicrobiana do extrato etandlico de propolis

verde e natamicima em  superficie de queijo tipo

Gorgonzola 27
ANALISe SENSOTTAL..ccuueiieiiruiiirniiieinsninieenseensennsaensnecssecseesssessssssssesssseessssssaess 28
Preparacio dos qUELJOS.......ccevvereerercsceicssnnncssnnicssnnncssnssssssesssssssassessssssssansess 28
Teste de comparacao MuUItipla........ccoeeeeiveieinseicisninssenisssancssercsssnsssssnssssssness 29
Teste de ACEITACAG . uuceiiiiiiiiiiiiirrsrannstieccssssesssnssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssasssssens 30
Analise estatistica dos resultados experimentais.........cceceeereunrcscnercssenecsnns 30
RESULTADOS E DISCUSSAO.......ciuinincnsssssssssssssssssssssssssssssssssaes 32
Caracterizacao da propolis Verde........ccoeeerveeicssenccssnncsssasesssascsssssesssssssssanes 32
Compostos volateis identificados na propolis verde bruta..........ccceeeeecunees 33
Identificacio dos microrganismos e nimero de isolados.........ccccceeeeuerenns 36

Concentracio minima inibitoria e concentracio minima biocida dos

agentes antimicrobianos . 39

Atividade antimicrobiana do extrato etandlico da propolis verde e da

natamicina em superficie de queijo tipo Gorgonzola..............cccceeeevureecnnes 42
Analise sensorial: teste de comparacio miultipla e teste de aceitacio....... 44
CONSIDERACOES FINAIS........coerererennn. . 47
CONCLUSAQ......covimrincnsinsissssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 48
REFERENCIAS ...ccoueueenneenscnsscnssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 49

ANEXO A.ounerenrnnnenneenanssnesssnssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssssssssssssssases 58



1 INTRODUCAO

Dentre os queijos finos produzidos no Brasil, o tipo Gorgonzola se destaca como um
dos mais importantes. O queijo Gorgonzola tem origem na Itdlia, sendo esse nome marca
registrada de Queijos Azuis feitos com leite de vaca com origem naquele pais. No Brasil esse
queijo ¢ denominado queijo tipo Gorgonzola ou Queijo Azul brasileiro. A atribuicao “Queijos
Azuis” se vale pelo desenvolvimento do fungo Penicillium roqueforti (cuja colonia € verde
azulada) previamente adicionado ao leite na fabricacdo do queijo.

Um dos problemas mais comuns na produgdo de Queijos Azuis ¢ a formagdo de
limosidade superficial resultante do crescimento de microrganismos contaminantes. A
contaminagdo ocorre essencialmente na fabricagdo, mas pode acontecer também durante o
armazenamento ¢ na manipulagdo dos produtos. Esse problema ¢é agravado pelo fato de a
embalagem ser permedvel ao oxigénio, pois o fungo Penicillium roqueforti & aerobio
obrigatorio.

As industrias controlam parcialmente o problema de proliferacio de microrganismos
indesejaveis na superficie dos queijos com teor elevado de sal e natamicina, um antibidtico
produzido por Streptomyces natalensis. A natamicina é efetiva contra fungos, mas pouco
eficaz em bactérias (OBREGON, 2004). Dentre as alternativas que poderiam complementar
ou substituir o uso da natamicina, a propolis verde se destaca em pesquisas pelo seu efeito
antimicrobiano (AGA et al., 1994; KONEMANN et al., 2001; FARNESI et al., 2009;
ABUBAKAR et al., 2014).

A propolis € sintetizada por abelhas, cuja matéria-prima sdo substancias resinosas
coletadas das plantas. Os principais constituintes ativos da propolis sdo principalmente os
flavonoides, terpendides e compostos fendlicos. Entre as propriedades bioldgicas da prépolis
defendidas por pesquisadores em estudos, cita-se: propriedades antibacterianas em Velazquez
et al., (2007), antiviral em Schnitzler et al., (2010), antioxidante em Moreira et al., (2008),
cariostatico em Libério et al., (2009) e anticancerigeno em Valente et al., (2011). Por estas
razdes, a propolis pode ser uma alternativa viavel como conservante, pois € benéfico a satde e
ndo ha até o presente momento, pesquisas sobre o efeito sensorial e microbioldgico em
queijos Gorgonzola, o que justifica novos trabalhos.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve como objetivos isolar e identificar
microrganismos aerdbios mesofilicos presentes na superficie de queijos tipo Gorgonzola;
avaliar o efeito antiflingico e antibacteriano do extrato etandlico de propolis verde (EEPV) em

microrganismos identificados na superficie de queijo tipo Gorgonzola; analisar o efeito
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inibitério do EEPV e da natamicina na superficie do queijo e analisar o efeito do EEPV na

qualidade sensorial de queijos aplicados dessa substancia em sua superficie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Queijos Azuis

De acordo com a Instru¢do normativa n° 45, de 23 de outubro de 2007 (BRASIL,
2007), entende-se por Queijo Azul, o produto obtido da coagulagdo do leite por meio de
coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementado ou ndo pela agdo de
bactérias lacticas, mediante processo de fabrica¢dao que utiliza fungos especificos (Penicillium
roqueforti), complementados ou ndo pela acdo de fungos e/ou leveduras subsidiarias,
encarregadas de conferir ao produto caracteristicas tipicas durante os processos de elaboragio
e maturacdo. Ainda segundo a Instru¢do normativa n° 45, de 23 de outubro de 2007, o Queijo
Azul ¢ classificado como queijo gordo e de média a alta umidade. Deve ser maturado para
atingir suas caracteristicas especificas (em pelo menos 35 dias em temperatura inferior a 15
°C).

O queijo Gorgonzola propriamente dito, ¢ um queijo azul de origem italiana,
especificamente do Vale do Po. Esse tipo de queijo deve ser obtido de leite de vaca
pasteurizado, ter massa macia, crua, gorda, de cor branca e matizada pelo desenvolvimento do
fungo da espécie Penicillium roquefort, que cresce internamente & massa € suas enzimas
degradam compostos do leite, resultando em sabor e aroma caracteristicos. Penicillium
roquefort ¢ um fungo aerobico, mesofilico, sendo seus esporos de coloragdo esverdeada
(LOURENCO NETO, 2013).

Scott, Robinson e Wilbey (2002) citam que somente na Franca, existem mais de 30
variedades de Queijos Azuis, incluindo o conhecido Roquefort e que a maioria dos paises
possui um Queijo Azul proprio.

Entre as principais variedades de Queijo Azul, cita-se o Roquefort (queijo Francés, da
cidade de Roquefort, fabricado com leite de ovelha), o Gorgonzola (queijo Italiano, do Vale
do Po, fabricado com leite de vaca), o Stilton (queijo azul inglés, produzido com leite de
vaca), o Danablu (queijo azul dinamarqués feito com leite de vaca) e o Blue (queijo azul
americano produzido com leite de vaca) (FURTADO, 1991).

Na Conveng¢ao Internacional de Stresa ocorrida no ano de 1951, um dos acordos
firmados resultou na protegdo da nomenclatura dos queijos, onde a utilizagdo do nome
Roquefort deve ser realizada somente para queijos produzidos na Franga, assim como a
denominacdo Gorgonzola, somente para queijos produzidos na Itdlia, sendo que queijos com

as mesmas caracteristicas produzidos em outras regides denominam-se queijo tipo
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Gorgonzola ou tipo Roquefort ou simplesmente Queijo Azul (SCOTT, ROBINSON;
WILBEY, 2002).

O queijo tipo Gorgonzola ¢ produzido com leite de vaca adicionado do fungo
Penicillium roqueforti, que cresce e esporula nos furos realizados apds a salga e aplicagao da
natamicina. Possui sabor e aroma pungente e textura macia. A textura do queijo tipo
Gorgonzola deve ser aberta e apresentar corpo quebradico e sem elasticidade (FURTADO,
2013).

Durante a maturagao dos Queijos Azuis, P. roqueforti se desenvolve e produz enzimas
que catalisam reagdes de lipolise, oxidagdo de acidos graxos e protedlise que resultam em
produtos que acentuam o sabor ¢ 0 aroma como aminas, acidos organicos, ésteres, acidos
graxos livres, cetonas, entre outros (FATMA, 2013).

Os lipideos possuem papel fundamental no sabor e no aroma dentre os componentes
do queijo tipo Gorgonzola, onde a lipolise fungica ¢ intensa. Dessa lipdlise, muitos acidos
graxos volateis sdo produzidos por Penicillium que cresce no interior do queijo gerando
metabolitos volateis (GILLOT, G. et al. 2015). Os 4cidos graxos de cadeia curta, por serem os
mais volateis, estdo entre os mais importantes grupos de compostos para acentuar as
caracteristicas de odor dos queijos maturados por fungos (COLLINS; MCSWEENEY;
WILKINSON, 2003)

2.2 Penicillium roqueforti

Penicillium roqueforti ¢ um fungo filamentoso amplamente envolvido em processos
fundamentais de degradagdo de substratos encontrados na natureza e produz uma variedade de
enzimas e metabolitos secundarios. Penicillium roqueforti tem sido utilizado principalmente
em biotecnologia e na industria alimenticia (produ¢do de queijos azuis). Seu sistema
enzimatico tem sido caracterizado bioquimicamente em virtude da diversidade de compostos
produzidos. Algumas linhagens desempenham um papel importante na maturagdo desses
queijos, que ocorre devido ao consumo de acido lactico e producdo de metabolitos que
resultam em aroma e sabor pronunciados (MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2014; CAO et
al., 2014).

Através de beta-oxidagao e a forte atuagdo das enzimas extracelulares ha a formagao
de duas metilcetonas (2-heptanona e 2-nonanona), oriundas de acidos decanoicos e octandicos
respectivamente, sendo consideradas responsaveis pelo odor e sabor caracteristicos dos

queijos azuis (MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2014; CAO et al., 2014).
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As lipases de origem flngica sdo mais efetivas que as de origem animal, porque sdo
mais estaveis e ndo desnaturam em altas temperaturas ou com alteragdes no pH (DHEEMAN
et al., 2010). As lipases obtidas de P. roqueforti apresentam especificidade, mesmo em relagao
aos acidos graxos de cadeia curta.

Penicillium roqueforti produz varios tipos de proteases e lipases que diferem em peso
molecular, composi¢do de aminoacidos e especificidade do substrato (MASE et al. 1995).
Essas lipases modificam as propriedades quimicas das gorduras e 0leos através da catalisagao
das reacdes de interesterificagao (LAMBERET; MENASSA, 1983).

A maturacdo dos queijos azuis ¢ realizada através da fermentacdo, onde o substrato ¢ o
queijo em si. A agdo proteolitica intensa das enzimas de P. roqueforti causa a liberacdo de
peptideos e aminoacidos (FUQUAY et al.,, 2011). Em termos bioquimicos, P. roqueforti
apresenta um sistema proteolitico complexo consistindo em duas endopeptidases
extracelulares (protease acida e metaloprotease) e exopeptidases (carboxipeptidase acida e
aminoprotease alcalina (ROSENTHAL et al. 1996; IGOSHI et al. 2007).

As endopeptidases extracelulares do P. roqueforti sao responsaveis pela degradagdo da
alfa e beta-caseina. A protease acida ataca a beta-caseina resultando em peptideos que sao
liberados, mesmo em pH desfavoravel. Similarmente, a metaloprotease tem acdo na
degradagdo da beta-caseina. Esses processos resultam em altas concentragdes de aminoacidos

acidos nos queijos azuis (GRIPON et al., 1980; GENTE et al., 2001).

2.3 Microrganismos contaminantes dos queijos maturados

O processo de maturacao de queijos implica em acondicionamento em ambientes de
temperatura e umidade controladas, o que pode resultar no crescimento de microrganismos
indesejaveis, principalmente na superficie (BERESFORD et al, 2001). Desse crescimento
pode ocorrer a formacao de limosidade. O processo se inicia com a decomposicao de
proteinas, carboidratos e lipidios por enzimas produzidas pelos microrganismos e residuos de
células mortas ou lisadas, como segmentos de DNA. Em meio aquoso, esses compostos
comegam a se reorganizar dando origem a estruturas poliméricas que formam uma matriz de
polissacarideos (FLEMMING; NEU; WINGENDER, 2016).

Esse conjunto de fendmenos resulta em mistura de substancias com consisténcia de
gel. Quando presente em superficies de objetos, essas substancias secam e ocorre a formagao
do biofilme. Em alimentos, esses componentes ficam presentes como limosidade devido a

umidade. Quanto mais intensa a atividade enzimatica do microrganismo, maior a tendéncia de
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formagdo de limosidade. Agua e subprodutos resultantes de reagdes catalisadas por enzimas
sdo fundamentais para geragdo de compostos e formagdo do polimero (FLEMMING; NEU;
WINGENDER, 2016).

2.3.1 Bactérias

As bactérias estao naturalmente presentes e utilizadas em todos os tipos de produtos
lacteos e alimentos, seja na microbiota natural ou nas culturas iniciais adicionadas em
condi¢des controladas (YANG et al., 2012). A sua capacidade fermentativa, especialmente a
das bactérias do acido latico, baseia-se na criagao de ambiente acido através da degradacgdo de
carboidratos como lactose, maltose, lactulose e sacarose. A criacdo de ambiente acido
favorece o desenvolvimento de microrganismos acidofilos como muitas espécies de leveduras
(MONTVILLE; MATTHEWS, 2005).

As bactérias mesofilicas t€m uma faixa de crescimento ideal entre 25-35 °C, enquanto
as espécies termofilas apresentam faixa 6tima que pode superar 50 °C. O crescimento de
células bacterianas dentro dos produtos lacteos ¢ fortemente influenciado por parametros
como o pH, atividade da agua e os niveis de sal, bem como a temperatura (JOHNSON;
STEELE, 2013).

As bactérias podem estar presentes em produtos lacteos como agentes patogénicos,
deteriorantes ou mesmo desejaveis como as bactérias que compdem o fermento latico. Entre
bactérias indesejaveis, as mais comuns sdo Pseudomonas fluorescens, Shewanella
putrefaciens, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Clostridium spp. e Vibrio cholera (GALVEZ et al., 2008, MACHADO et al., 2013).

Durante o desenvolvimento das bactérias, enzimas podem ser liberadas principalmente
por Pseudomonas causando sabores indesejaveis. Algumas dessas enzimas, vindas do leite
cru, podem ser resistentes ao calor ndao sendo destruidas por temperaturas de pasteurizagao
(SHEEHAN, 2013; GALVEZ et al., 2008).

Ponto fundamental no que diz respeito ao crescimento de microrganismos em queijos
maturados, ¢ que esses sdo alimentos que apresentam pH da superficie de aproximadamente
5,5 e sua matura¢do ocorre em temperaturas de 12-16 °C, com umidade relativa superior a
90%. Estas condicdes resultam em rdpido desenvolvimento de microrganismos
(HAYALOGLU; MCSWEENEY, 2014)

Outra particularidade que estimula o desenvolvimento de bactérias ¢ o metabolismo

das leveduras, que desaminam aminodcidos para ceto-acido e NH3, o que faz com que o pH


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4332360/#B23
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na superficie aumente at¢ um ponto onde as bactérias conseguem crescer, além de
consumirem o 4cido latico produzido na pelas bactérias laticas (WYDER, 1998;
HAYALOGLU; MCSWEENEY, 2014).

Em Queijos Azuis, o aumento do pH pode ser relativamente rapido devido a atividade
fingica ja nos primeiros dias de matura¢do, aumentando de 5,5 para acima de 7,0. Nestes
queijos, as bactérias halotolerantes proliferam nas primeiras trés semanas de maturagdo, apos
esse periodo, sua densidade permanece constante durante as proximas cinco semanas
(BANJARA; SUHR; HALLEN-ADAMS, 2015; HAYALOGLU; MCSWEENEY, 2014).
Pesquisas indicam que a bactéria Brevibacterium linens ¢é a principal a crescer na superficie de
queijos maturados (HAYALOGLU; MCSWEENEY, 2014). No entanto, estudos realizados
por Monnet, Back e Irlinger (2012) indicaram que vdrias espécies dos géneros
Staphylococcus, Corynebacterium e Micrococcus também sdo encontradas na superficie
desses queijos.

Staphylococcus € o principal género encontrado no inicio da maturagdo (dentro de
quatro dias) sendo substituidos por bactérias corineformes na 3* semana de maturacdo. Os
principais géneros de bactérias corineformes sdo: Arthrobacter, Brachybacterium,
Brevibacterium, Corynebacterium, Microbacterium e Rhodococcus (BANJARA; SUHR;
HALLEN-ADAMS, 2015; IRLINGER; BERG, 1999).

Alibi, Ferjani e Boukadida (2016) destacam que na entre as espécies presentes em
queijos, as corineformes halotolerantes estdo entre as mais prevalentes. De acordo com
Berger et al., (1999) o papel das bactérias na metabolizagdo dos nutrientes se baseiam na
producdo de carboidrases, peptidases e esterases que geram acidos, aminoacidos e acidos

graxos livres respectivamente, precursores de muitos dos compostos de sabor.

2.3.2 Leveduras

Os queijos podem apresentar tipos e caracteristicas especificas que causam um efeito
seletivo no crescimento de microrganismos. As espécies presentes sao tao diversas quanto a
variedade especifica de queijo. As principais fontes de contamina¢do em queijo incluem o ar,
equipamento, manipulagdo e matéria prima (BANJARA; SUHR; HALLEN-ADAMS, 2015).

Dentre os microrganismos presentes em Queijos Azuis, as leveduras se destacam como
0s mais comuns. As espécies mais frequentemente isoladas sdo: Debaryomyces hansenii,

Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica e véarias outras


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4332360/#B23
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pertencentes ao género Candida (BANJARA; SUHR; HALLEN-ADAMS, 2015; IRLINGER
F. etal. 2015).

As leveduras mais associadas a Queijos Azuis segundo Almeida et al., (2014) e
Mounier, (2008) sao espécies Candida famata, Candida catenulata, Candida lipolytica,
Trichosporon cutaneum e géneros Zygosaccharomyces spp. Em queijos Roqueforti as espécies
Dabaryomyces hansenii, Candida sphaerica e outras espécies do género Candida sdo as mais
frequentes.

Eliskases-Lechner (1998) observou em seus resultados, que 100% das amostras de
Queijo Azul estudadas continham leveduras presentes a niveis superiores a 10° UFC/g no
exterior ¢ 83% das amostras apresentavam leveduras em niveis superiores a 10° UFC/g no
interior. As espécies mais frequentes foram Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces
marxianus € Yarrowia lipolytica.

Debaryomyces hansenii ocorre com a maior prevaléncia em Queijos Azuis. Seu
frequente isolamento ¢ atribuido a sua capacidade de crescer em baixas temperaturas, sua
atividade lipolitica e proteolitica e alta tolerdncia ao sal (VERRAES, C. et al 2015;
IRLINGER et al. 2015). E a principal responséavel pela formagio de limosidade na superficie
dos queijos e sua presenga prolonga a sobrevivéncia das bactérias do acido lactico, pois essa
espécie metaboliza o 4cido lactico e acético contribuindo para a elevacdo do pH da superficie
do queijo (WYDER, 1998).

Entre as espécies de destaque em Queijos Azuis, Yarrowia lipolytica possui alta
atividade lipolitica e proteolitica extracelular que ¢ o principal fator para sua ocorréncia.
Outros fatores que aumentam sua prevaléncia em superficie de Queijos Azuis sdao sua natureza

aerobia estrita, utilizacdo de acido lactico e a capacidade de crescer em temperaturas de
maturagio (BANJARA; SUHR; HALLEN-ADAMS, 2015). Yarrowia lipolytica apresenta

baixo crescimento em temperaturas acima de 37 °C. Por outro lado, consegue crescer em
temperaturas de refrigeracdo ocasionando deterioragdo de produtos armazenados (ABBAS;
TUNCTURK; HESARI, 2015).

Saccharomyces cerevisiae ¢ isolada em menor intensidade em Queijos Azuis devido a
sua incapacidade de sobreviver em ambiente com alta concentragdo de sal. Sua ocorréncia
pode estar ligada a capacidade de utilizar os peptideos e produtos da degradacao da gordura
por outras espécies (ROOSTITA; FLEET, 1996, WELTHAGEN; VILJOEN, 1999).

As espécies de levedura dos géneros Trichosporon e Debaryomyces contém atividade
proteolitica endocelular, enquanto que espécies dos géneros Kluyveromyces, Candida,

Debaryomyces e Yarrowia contém atividade proteolitica extracelular (CHOISY et al., 1986,
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DEVOYOD, 1990). A atividade proteolitica Kluyveromyces marxianus var. marxianus ¢é
considerada a maior entre espécies de leveduras. Ela produz trés proteases que contribuem
para a maturacao do Queijo Azul através da sua atividade (CHOISY et al., 1986).

Fox et al. (2000) observaram que entre as leveduras encontradas em varios queijos, a
espécie D. hansenii ¢ a espécie dominante, ocorrendo em praticamente todos os queijos,
incluindo Weinkase, Romadour, Limburger, Tilsit, Roquefort, Cabrales, Camembert,

Gorgonzola e St. Nectaire.

2.4 Natamicina e salga no controle do crescimento de microrganismos em queijo

Gorgonzola

A natamicina ¢ um antifiingico de estrutura plana de anéis macrolideos que interagem
de forma intensa com esterdis, sendo produzida por bactéria Streptomyces natalensis em
processo similar a biossintese de acidos graxos. E amplamente usada na industria de
alimentos para prevenir o crescimento de fungos (MENDES et al., 2001).

No que diz respeito ao mecanismo de agdo da natamicina, ela faz distender a parede
celular pela ligacdo com esterdis da membrana citoplasmatica. Isso leva a uma alteracdo da
estrutura da membrana que conduz a perda de material celular (MENDES et al., 2001). Mais
especificamente, o mecanismo de acao da natamicina € de ruptura do ergosterol da membrana
fingica. Os polienos formam complexos com esterdis e assim interferem na permeabilidade
da membrana (THOMAS et al, 2005).

Apesar do seu consistente uso e efetividade, foi observado em pesquisa realizada por
Thomas et al., (2005), que ndo hd mudanga na composi¢ao da microbiota contaminante em
laticinios que utilizaram natamicina durante nove anos. A partir dessa pesquisa, os autores
inferiram que ndo existe a tendéncia de desenvolvimento de resisténcia pelos microrganismos
contaminantes pelo uso de natamicina.

Segundo Pesquisadores Europeus de Aditivos Alimentares ¢ Fonte de Nutrientes
Adicionados aos Alimentos - EFSA (2009), a utilizagdo de natamicina em queijos € embutidos
ndo leva a resisténcia microbiana e seu uso ¢ seguro visto a ma absor¢cdo e posterior
eliminagdo na forma intacta ou como produtos de degradacdo. A quantidade segura de
ingestao se situa até 0,3 mg/kg/dia (JECFA, 2007).

No Brasil, os limites de uso devem obedecer a legislagdo (BRASIL, 2001) que

estabelece: “Art. 1° - Aprovar a extensdo de uso extensdo de uso da Natamicina (Pimaricina)
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(INS 235), como conservador, para tratamento de superficies de produtos carneos embutidos
no limite méximo de 1mg/dm?, ausente em 5Smm de profundidade”.

A aplicagdo da natamicina nos alimentos pode ser realizada diretamente em alimentos
liquidos ou na superficie de alimentos sélidos através de imersao, pulverizacao ou durante a
salga (FAJARDO et al., 2010).

Dentre as varias etapas da fabricacdo de queijos, a salga possui varias fungdes, tais
como: sabor, controle do desenvolvimento microbiano e consisténcia. Em Queijos Azuis
lanca-se mao de teor elevado de sal para prolongar a vida de prateleira (PERRY, 2003).

A salga ajuda a controlar o crescimento e atividade bacteriana, proporcionando uma
selecdo da microbiota do queijo. O mecanismo de agdo do sal no controle do crescimento de
microrganismos baseia-se no aumento do potencial osmotico do meio, diminuindo a atividade
de 4gua e levando a desidratagdo celular (ORDONEZ et al., 2005). No caso de Queijos Azuis,

como o Gorgonzola, seu maior teor de sal favorece o crescimento de fungos (PERRY, 2003).

2.5 Propolis

Conforme Anexo VI da Instru¢do Normativa n°® 03, de 19/07/2001 do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento, MAPA, (BRASIL, 2001), a propolis pode ser
conceituada como produto originado de substancias resinosas, gomosas ¢ balsamicas, colhidas
por abelhas de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais as abelhas acrescentam

secregoes salivares, enzimas, cera e polen para a elaborag¢do do produto final.

2.5.1 Mercado e producio de propolis no Brasil

A atividade produtiva e comercial envolvendo a propolis ¢ destaque no mercado
nacional e internacional de produtos apicolas. Esta caracteristica deve-se essencialmente a
constatacdo das diversas propriedades biologicas atribuidas aos constituintes quimicos desse
produto (TEIXEIRA et al., 2003). O Brasil ¢ um dos principais produtores mundiais de
propolis, com produgdo estimada entre 50 a 150 toneladas por ano, sendo que
aproximadamente 75% desse total, € exportado especialmente para o Japao (LIMA, 2008). No
Brasil existem mais de 10.000 produtores, sendo mais de 4.000 produtores da propolis verde
exportando anualmente em torno de 30 milhdes dolares na forma de extrato alcodlico ou

aquoso, encapsulado, associado a outros vegetais também antioxidantes ou simplesmente na



19

forma bruta (NASCIMENTO JUNIOR, 2007). Em julho de 2010, as exportagdes de propolis
geraram receita de US$ 46.417,00 (SEBRAE, 2010).

Minas Gerais produz aproximadamente 29 toneladas de propolis, das quais 20
toneladas sao de propolis verde, de acordo com a Cooperativa Nacional de Apicultura
(CONAP, 2013).

A propolis apresenta grande potencial mercadologico pois além de inumeros
beneficios para a saude humana pode também ser utilizada na medicina veterinaria como
cicatrizante, controle de hemorragias e no tratamento da mastite. Na agricultura, ela ¢
empregada no tratamento de doencas de algumas espécies vegetais, substituindo os
defensivos, enquanto na industria de alimentos ¢ ingrediente funcional de pastilhas, bombons
e chicletes (COSTA; OLIVEIRA, 2005).

Diversos tipos de propolis sdo produzidos no Brasil, porém a qualidade varia de uma
regido para outra. Park et al. (2000) classificaram as amostras de propolis coletadas em todas
as Regides do pais (exceto Regido Norte) em 12 grupos, de acordo com a aparéncia e
coloragdo dos extratos. Posteriormente, foi encontrada uma nova préopolis em colmeias
localizadas ao longo do litoral e manguezais no nordeste brasileiro, classificada como propolis
do grupo 13 ou propolis vermelha. A esta variedade foi dada indicagdo geografica pelo INPI

(Instituto Nacional da Propriedade Industrial).

2.5.2 Caracteristicas quimicas da propolis

A propolis € uma substancia resinosa coletada pelas abelhas de exsudatos vegetais.
Possui coloragdo e consisténcia de diversos tipos e € utilizada para protecao da colmeia contra
e insetos, além de servir como substancia de vedacao (WAGH, 2013).

Os principais constituintes da propolis sdo os flavondides, acidos fenolicos e seus
¢ésteres e os terpenoides. Eles possuem papel importante no organismo, pois podem agir como
antioxidantes, anti-inflamatorios, antimicrobianos entre outras atividades biologicas (CHEN
et al., 2003). De acordo com Wagh (2013), em todos os testes de efeito antioxidante, o extrato
aquoso de propolis apresentou maior atividade em relagdo ao extrato etanolico. Isso pode ser
devido ao maior teor de polifendis extraido pela dgua.

No Japao, a propolis vem sendo usada como ‘“health food” (alimento funcional).
Muitas caracteristicas bioldgicas da propolis tém sido estudadas e mostrando resultados
positivos como atividade antioxidante, anticancerigena, antimicrobiana, anti-inflamatoria e

antibiotica (PARK et al., 1998).
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A composi¢do quimica da prépolis geral da propolis bruta ¢ de 50 a 60% de resina, 30
a 40% de cera, 5 a 10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen, além de minerais como aluminio,
calcio, estroncio, ferro, cobre, manganés e quantidades tragcos de vitaminas B1, B2, B6, C ¢ E
(MARCUCCI, 1995).

Analises de propolis verde confirmaram a presenca de compostos ativos como
galangina, kaempferol, fisetina, quercetina, morina, miricetina, crisina, apigenina, luteolina,
escutelareina, acacetina e a baicaleina, sendo que todos apresentam potencial inibidor de
radicais livres inibindo os danos de compostos prejudiciais a satde. Estes compostos por
serem macromoléculas ativas cedem elétrons ao radical livre impedindo dano as moléculas
organicas do organismo, sem que a auséncia desse elétron gere um composto reativo
(FIGUEIREDO et al., 2014; SZLISZKA et al., 2013).

De acordo com Chen et al., (2003), a propolis possui uma composi¢do quimica bem
heterogénea e complexa, sendo possivel encontrar os diversos grupos quimicos, desde
aminoacidos até micro e macrominerais. Em termos de acdo farmacoldgica, a principal classe
de constituintes da propolis € a dos compostos fenolicos.

Em revisao feita por Orsolic et al., (2003) a atividade quimiopreventiva da propolis em
experimentos com animais e culturas de células, pode-se originar de sua capacidade de coibir
a sintese de células tumorais através da apoptose do tumor e sua propriedade para ativar
macrofagos. Além disso, os flavonoides da propolis desempenham um papel protetor contra a

toxicidade dos agentes quimioterapéuticos.

2.5.3 Atividade antimicrobiana da propolis

A atividade antimicrobiana ¢ a atividade bioldgica da propolis mais estudada. Os
compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana da prépolis sdo os flavonoides,
terpenoides, fenois e acidos organicos. Entre substancias quimicas pertencentes ao grupo dos
flavonoides, a flavanona pinocembrina, flavonol, galagina e o éster feniletil do acido cafeico,
atuam na inibi¢do da RNA-polimerase bacteriana. Os flavonoides como kaempferol,
quercetina, galangina e pinocembrina bem como, os 4&cidos cafeico, benzoico, cinamico e
clorogénico afetam a capacidade das camadas lipoproteicas dos microrganismos de trocar
ions, realizar transporte ativo e combinar com substratos. A quercetina aumenta a
permeabilidade da membrana afetando o transporte, a capacidade de sintese de ATP e a sua

mobilidade (FIGUEIREDO et al., 2014; SZLISZKA et al., 2013).
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No que tange as bactérias, os componentes da propolis possuem efeitos sobre a
permeabilidade da membrana citoplasmatica aos ions, causando a dissipacdao do potencial de
membrana, o que a caracteriza como substancia ionofora. O gradiente eletroquimico de
prétons através da membrana € essencial para a bactéria manter a sintese de ATP, o transporte
através da membrana plasmatica e a motilidade; tal efeito contribui para a acdo citotoxica da
propolis. O efeito iond6foro da propolis pode ainda diminuir a resisténcia das células a outros
compostos antibacterianos explicando a maior sensibilidade frente aos microrganismos gram-
positivos do que gram-negativos. Isso ocorre porque a parede celular dos microrganismos
gram-positivos ¢ mais permeavel, possibilitando que agentes externos alterem mais facilmente
a membrana plasmatica (ABUBAKAR et al., 2014; KONEMANN et al., 2001).

Entre outros fatos que explicam o motivo da prépolis apresentar maior atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas comparativamente as gram-negativas, € que as
bactérias gram-negativas possuem uma parede celular mais complexa e maior teor de
fosfolipidos que as gram-positivas (SILICI; KUTLUCA, 2005). Bactérias gram-positivas
possuem uma parede celular mais espessa, composta por varias camadas de glicopeptideos,
com proteinas e polissacarideos inseridos. A parede celular das bactérias gram- negativas, por
sua vez ¢ mais fina, mas estruturalmente mais complexa, pois possui uma unica camada de
glicopeptideos, uma membrana externa com constituicao similar a membrana citoplasmatica e
uma camada de lipopolissacarideo (LPS) (KONEMANN et al., 2001).

No que diz respeito a atividade antifungica da propolis, Longhini et al. (2007)
obtiveram resultados promissores e concluiram que a propolis apresenta atividade antifiingica
mesmo em quantidades muito pequenas. De acordo com Farnesi et al., (2009) esse efeito
fungicida da propolis € associado aos flavonoides.

A prépolis evidenciou também atividade fungicida em testes in vitro contra leveduras
(ndo-dermatofitas) e fungos filamentosos (dermatédfitos antropofilicos) reconhecidos como
causadoras de onicomicoses e contra Candida albicans e Cryptococcus neoformans. Ao longo
dos anos tem-se verificado uma atividade sinérgica da propolis com diversos antibioticos, tais
como benzilpenicilina, tetraciclina e eritromicina, podendo assim ser uma alternativa
terapéutica para combater microrganismos resistentes a antibidticos (SILICI; KUTLUCA,

2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Propolis

3.1.1 Coleta e obtencao do extrato etandlico de propolis verde para as analises

A propolis verde bruta foi coletada na regido do baixo Campo das Vertentes do estado
de Minas Gerais (Brasil) em colmeias de abelhas da espécie A. mellifera. A extragdo da
propolis verde em etanol foi feita segundo Pereira (2008) com adaptagdes. O processo se
baseou na trituragdo da propolis bruta congelada em liquidificador industrial. Posteriormente
a mesma foi pesada e acondicionada em Erlenmeyers hermeticamente fechados, misturada em
etanol 99%, numa razdo de 40g de propolis bruta/80g de etanol. Os Erlenmeyers foram
deixados em agitagcdo (Mesa Agitadora Orbital SL.180/A Solab®) por 20 dias em temperatura
ambiente. Apds esse procedimento realizou-se a filtragdo em filtro de papel Whatman n°40
dentro de freezer a -20 °C para recipiente ambar. O extrato filtrado foi armazenado também

em freezer a temperatura de -20 °C, protegida da luz e do ar.

3.1.2 Analise fisico-quimica do extrato etandlico da propolis verde

As andlises foram realizadas no Departamento de Quimica, no Laboratorio de Analise
e Prospeccdo Quimica da Universidade Federal de Lavras. Para determinagdo das
caracteristicas fisico-quimicas do EEPV e sua adequagdo a legislagdo (BRASIL, 2001), o
EEPV foi submetido as analises de densidade, teor alcoolico, teor de sélidos soluveis,
umidade e ceras. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1977).

O teor de flavonoides totais do EEPV foi determinado por espectrofotometria
utilizando-se cloreto de alumino (AICl;) como reagente de deslocamento, de acordo com a
metodologia descrita por Woisky (1996). Para o estudo de linearidade e obtencdo da equagao
para determinacdo do teor de flavondides totais do EEPV, solugdes do padrdo quercetina
foram preparadas em diferentes concentracdes e a curva analitica foi obtida. A avaliacdo da
atividade antioxidante do EEPV foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Woisky (1996). Utilizou-se permanganato de potassio (KMnO4) como agente oxidante. O

tempo de reacdo foi determinado com o auxilio de um cronémetro.
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3.1.3 Determinac¢ao dos compostos quimicos volateis da propolis bruta por CG/MS

As andlises no sistema de cromatografia gasosa acoplada em espectrometro de massa
(CG-EM) foram realizadas no Departamento de Quimica, no Laboratério de Analise e
Prospecgao Quimica da Universidade Federal de Lavras.

Os compostos foram analisados em cromatdgrafo gasoso marca SHIMADZU®,
modelo GCMS 2010 segundo Nunes e Guerreiro (2012). Os compostos foram separados em
coluna capilar Equility 5, apolar, 30m comprimento x 0,25mm diametro interno x 0,25um
espessura do filme. O gas de arraste utilizado foi hélio, a vazdo de 1,0 mL. min"'. A vazio da
purga foi ajustada para fluxo de 3,0 mL.min"". As injegdes foram realizadas automaticamente
por meio do amostrador Combi Pal, com o uso de injetor splitless. A temperatura inicial da
coluna foi 40 °C, temperatura de inje¢do de 300 °C a uma taxa de elevagdo de 6 °C por
minuto. As temperaturas do injetor e detector utilizadas foram 220 e 260 °C, respectivamente.
A forma de extragdo foi a SPME (Micro Extracdo em Fase Soélida), do tipo Headspace. A
fibra utilizada foi a DVB/CAR/PDMS. O condicionamento da fibra foi de 270 °C por 1 hora.

Os compostos foram identificados pela comparagao de seus espectros de massas com
os espectros das bibliotecas Wiley 8 ¢ FFNSC 1.2. A abundancia relativa dos compostos foi

expressa como a area percentual relativa de cada pico cromatografico (area normalizada

em %).

3.1.4 Estimativa do custo de producio e aplicacao do extrato etanélico de propolis verde

na superficie de queijo tipo Gorgonzola

Para estimativa do custo de producdo da aplicagdo de EEPV sobre a superficie de uma
peca inteira de queijo tipo Gorgonzola, levou-se em conta o custo de compra da propolis bruta
no estado de Minas Gerais segundo consulta a apidrios locais e area aproximada de uma peca
inteira de queijo tipo Gorgonzola, bem como o custo de etanol (neste caso etanol 92,8%)
utilizado na confeccdo de extrato etandlico da propolis, sendo eles:

- Custo de 1kg de propolis bruta de boa qualidade: R$200,00

- Custo de 1L de etanol laboratorial 92,8%: R$7,00

- Custo de 1L de EEPV a 5% (concentragao ideal de uso segundo as conclusdes do trabalho)
O custo de aplicag@o da natamicina foi estimado através de consulta a funciondrios de

laticinios produtores de queijo tipo Gorgonzola.
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3.2 Identificacio dos microrganismos da superficie de queijo tipo Gorgonzola

3.2.1 Amostragem

Inicialmente, realizou-se consulta pessoal aos funcionarios do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para obten¢do de informagdes sobre as marcas
com maior volume produtivo de queijo tipo Gorgonzola e possuidoras do Selo de Inspecao
Federal (SIF) localizadas no estado de Minas Gerais (Brasil). Na sequéncia, amostras foram
coletadas ao longo do ano de 2015.

As amostras foram coletadas de sete diferentes marcas, com fabricas localizadas em
regides distintas de Minas Gerais, sendo elas designadas pelas letras: A (Centro), B (Alto
Paranaiba), C (Zona da Mata), D (Noroeste), E (Tridngulo Mineiro), F e G (ambas no Campo
das Vertentes). De cada marca foram coletados queijos de trés lotes distintos, totalizando 21
amostras. O tempo de maturagdo considerando a data de fabricacdo, foi de 3-4 meses para
todos os queijos.

Os queijos tipo Gorgonzola em suas embalagens originais foram identificados e
devidamente acondicionados em caixas isotérmicas, contendo material atdéxico-reutilizavel
como agente refrigerante e conduzidas até o laboratério onde foram armazenadas a

temperatura de refrigera¢do at€¢ o momento das analises.

3.2.2 Isolamento de microrganismos

O procedimento de isolamento dos microrganismos foi realizado no Laboratorio de
Fermentag¢des do Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Lavras.

Aliquotas de vinte e cinco gramas da limosidade superficial do queijo tipo gorgonzola
foram transferidos para sacos plasticos contendo 225mL de &agua peptonada a 0,1% e
homogeneizados em equipamento Stomacher® (Mayo Homogenius HG 400, Sao Paulo,
Brasil) por 5 minutos e 460 golpes por minuto. Dilui¢des seriadas foram preparadas e 0,1 mL
das dilui¢des adequadas foram plaqueadas.

Para isolamento de leveduras, realizou-se o cultivo em Agar Dicloran Rosa Bengala
Cloranfenicol (DRBC, Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA) e incubagao a 28 °C/48-
72 h. Para bactérias, utilizou-se adgar nutriente, incubadas a 30 °C/24-48h. Apds determinagao
do numero de coldnias, estas foram diferenciadas de acordo com seu morfotipo. Foram

avaliadas as
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caracteristicas de tamanho tipo, estrutura da borda, cor, textura, aparéncia, elevagdo, brilho e
forma da colonia segundo Dias e Schwan (2010). Apds esse procedimento, realizou-se
amostragem de cada morfotipo, através de calculo do nimero de isolados representativos, de
acordo com metodologia descrita em Senguna et al., (2009). Apos isolamento, as culturas
foram purificadas e armazenados (a -80 °C) em caldo nutriente e caldo YEPG (yeast extract

peptone dextrose) para bactéria e levedura respectivamente, contendo 40% de glicerol.

3.2.3 MALDI-TOF MS: preparacao das amostras e identificacio

O procedimento de identificagdo dos microrganismos foi realizado no Laboratério de
Microbiologia dos Alimentos, do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, da Universidade
Federal de Lavras.

A identificacdo dos isolados bacterianos foi realizada pela adi¢do de aliquotas de 6puLL
de solugdo organica contendo agua, acetonitrila e acido tricloroacético (na proporgao
50:47,5:2,5). Para células de leveduras, microtubos contendo 6ul. de acido
férmico/acetonitrila (25:75) foram utilizados apds adicao da solugdo organica, amostras foram
homogeneizadas em agitador tipo vortex durante 60 segundos e centrifugadas a 4000 x g
durante 60 segundos a temperatura ambiente.

Aliquotas de 1pL de cada amostra foram transferidas para os pogos da placa Maldi
Flex Target 96 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), adicionadas de 1puL de matriz (solugao
saturada de 4cido a-ciano-4-hidroxi-cinamico (CHCA, Fluka, Buchs, Suica) em
acetonitrila/acido trifluoro acético (na propor¢ao 50%/2,4%, respectivamente) € suavemente
homogeneizadas (OLIVEIRA et al., 2015). A calibragdo do equipamento foi realizada com
Escherichia coli K12 cultivada em meio LB (Luria-Bertoni) a 37 °C por 18 horas segundo
Passarini et al. (2013).

A identificacdo foi realizada utilizando a biblioteca Biotyper. Para a anélise de cluster,
os espectros brutos foram convertidos em arquivos de texto usando o software FlexAnalysis
(versdo 3.4) contendo a lista de picos (m/z) e suas intensidades. Os espectros foram entao
atenuados, a linha de base foi subtraida e as intensidades de sinal foram normalizadas
utilizando a versdo de software mMass 5.5. Posteriormente a identificagdo os microrganismos
foram depositados na Colecdo de Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA) do

Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.
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3.3 Determinacio da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Minima Biocida (CMB)
do extrato etanolico de propolis sobre microrganismos isolados de queijo tipo

Gorgonzola

Para andlises sobre o efeito inibitorio do EEPV, utilizou-se as bactérias Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus equorum, Staphylococcus lugdugensis, Enterococcus faecalis,
Proteus vulgaris, Corynebacterium flavescens ¢ Bacillus cereus e leveduras Yarrowia
lipolytica, Debaryomyces hansenii, Candida parapsilosis, Candida zeylanoides, Candida
guilliermondii, Candida intermedia, Candida nervogensis, Candida sphaerica, Candida kefir
e Saccharomyces cerevisiae previamente isoladas e identificadas.

As bactérias, mantidas em meio de congelamento (100mL de agua destilada; 15mL de
glicerol, 0,5g de peptona bacteriologica, 0,3g de extrato de levedura e 0,5g de NaCl , pH 7,2-
7,4), foram ativadas pela transferéncia de 150uL da cultura estoque para tubos contendo SmL
de caldo infusdo cérebro coracao (BHI) e incubadas a 37 °C por 24h. Apos esse periodo,
aliquotas de 100uL foram inoculadas em dgar Triptona de Soja (TSA) e incubadas a 37 °C por
24h. As culturas de leveduras foram ativadas empregando o mesmo procedimento, em meio
YEPG (yeast extract peptone dextrose) e cultivo a 25 °C por 48-72h.

Os inoculos foram padronizados pela coleta de massa celular com auxilio de alga de
repicagem e transferéncia para solugdo salina (0,85% m/v). As suspensdes celulares foram
padronizadas empregando-se o fator 0,5 da escala de McFarland e medidas em
espectrofotometro (DOgoonm) Obtendo se a densidade 6tica média de 0,09 (1,5)(108 UF C.mL'l).

A determinacdo da concentragdo minima inibitoria (MIC) foi realizada empregando-se
a técnica de microdiluicdo em TSB (tryptic soy broth) para bactérias e caldo YEPG para
leveduras, usando microplacas de poliestireno de 96 pogos segundo descrito em NCCLS
(2003) com modificacdes. Em cada pogo, foram acondicionadosl0 pL da suspensdo
padronizada, 150uL de meio de cultivo e 150uL de solugdo contendo EEPV nas
concentracoes de 10,0; 5,0; 2,5; 1,25; 0,625; 0,313 ¢ 0,156%. Foram realizados dois controles,
um sem a inoculacdo dos microrganismos € o outro contendo as concentragdes de etanol nas
dilui¢des utilizadas do extrato. Foram realizados ensaios com natamicina (Natamax®)
(natamicina -min. 50% + lactose max. 50%) para comparacao da efetividade da EEPV sobre
leveduras, sendo as concentragdes utilizadas de 400; 200; 100; 50; 25; 12; 6; 3; 1,5; 0,75 ¢
0,37ppm.
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As placas foram incubadas a 35-37 °C/ 24-48h e 48-72h para bactérias e leveduras,
respectivamente. Apds incubacdo, as placas foram avaliadas e as CMI foram definidas como
as menores concentragdes do EEPV e natamicima que nao permitiram a turvagdo do meio de
cultivo.

Apoés a determinacdo das CMI, as CMB foram realizadas pelo plaqueamento de
aliquotas de 10uL das culturas dos pogos que ndo apresentaram crescimento em placas de
Petri contendo TSB e YEPG para bactérias e leveduras respectivamente. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24-48 h (bactérias) e 24-72h (leveduras). A CMB foi definida como a
menor concentracdo de antimicrobiano onde houve auséncia de crescimento visivel em placas
de Petri.

O experimento foi realizado em triplicata e trés repetigdes.

3.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana do extrato etanolico de propolis verde e

natamicima em superficie de queijo Tipo Gorgonzola

Queijo tipo Gorgonzola sem a adicdo de natamicina foi adquirido no mercado. Os
queijos foram abertos em cdmara de fluxo laminar e com uso de ldmina foram retiradas fatias
de 0,5 cm de espessura, transferidas para placas de Petri. As fatias foram expostas por 60 min.
a luz UV para desinfeccdo da superficie. A aplicacdo do EEPV na superficie das fatias de
queijo simulou o padrdo de aplicagdo da solucdo diluida de natamicina em imersdo por 5
segundos, drenagem do excesso e secagem (DANISCO, 2015).

Foram realizados cinco tratamentos considerando a concentragdo do EEPV em %
sendo eles:

- 0%: controle (C)

- 1,25%: EEPV1,25
- 2,50%: EPV2,50
- 5,0%: EEPV5,0

- 10% : EEPV10,0.

Para a natamicina, os tratamentos empregados em ppm foram:

- 10ppm: (N10)

- 50ppm: (N50)

- 250ppm: (N250)

- 1250 ppm: (N1250)
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Foram utilizados os isolados de S. saprophyticus, S. equorum, Y. lipolytica e D.
hansenii. Sobre a superficie de cada fatia de queijo foram inoculadas trés aliquotas de 10uL
da suspensdo microbiana padronizada a 0,5 na escala McFarland de cada isolado. As fatias
foram incubadas a 37 °C por 24-48h e 25 °C por 48-72h para bactérias e leveduras
respectivamente, sendo observado em seguida a presenga ou auséncia de crescimento
microbiano sobre o queijo.

Nao se realizou avaliagdo de inibicdo do EEPV sobre P. roqueforti, pois além do
mesmo ser um fungo de desenvolvimento interno ao queijo, pré-testes indicaram que nas

condi¢des do experimento ndo havia penetracdo do EEPV para o interior do queijo.

3.5 Analise sensorial

Para a realizagdo da andlise sensorial, o projeto que originou a presente pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Lavras sob o nimero
57513116.1.0000.5148. A analise sensorial foi realizada no Laboratério de Analise Sensorial,

do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras.

3.5.1 Preparacio dos queijos

Os queijos tipo Gorgonzola utilizados no presente trabalho foram comprados em pecas
inteiras (aproximadamente 3,2kg), de laticinio local. A aplicacdo do EEPV na superficie dos
queijos seguiu o padrdo de aplicagdo da solucdo diluida de natamicina (Natamax®) em
imers3o por cinco segundos, drenagem do excesso e secagem em camara fria (DANISCO,
2015).

As concentragdes de EEPV para aplicacdo na superficie dos queijos se basearam nos
valores maximos de CMB para o microrganismo mais resistente ao EEPV neste teste (5%).
Por seguranca e considerando o beneficio resultante do consumo de prépolis, também se
utilizou do dobro do valor madximo de CMB para o teste sensorial (10%). As concentracdes de
5 ¢ 10% (m/m) de EEPV foram alcangadas através de diluigao em etanol 99%, tendo em vista
que ao se aplicar o EEPV na superficie dos queijos, o etanol evapora e forma-se um filme de
propolis.

Ap6s a aplicagdao do EEPV nas concentragdes de 5 e 10 %, os queijos foram deixados

em camara fria até a secagem completa. Os cortes realizados foram de 10g, sendo calculado
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uma area de 30% com o EEPV, observando a uniformizag¢ao da amostra, tendo em vista que o

queijo sera consumido como um todo, ndo sé a casca.

3.5.2 Teste de comparac¢ao multipla

Para verificar se ha diferencga significativa na preferéncia entre as amostras com adi¢ao
EEPV em superficie, foi utilizado um teste de comparagao multipla, onde os tratamentos
controle (C), os adicionados de EEPV a 5% (m/m) e 10% (m/m) foram comparados com uma
amostra de referéncia (correspondente ao controle). Estes foram avaliados por 40
consumidores ndo treinados que consomem queijos azuis com regularidade, os quais
utilizaram uma escala hedonica de sete pontos (0= nenhuma diferenga do controle; 1=
diferen¢a muito ligeira; 2= diferenca ligeira/moderada; 3= diferenca moderada; 4= diferenca
moderada/grande; 5= diferenga grande; 6= diferenca muito grande) quanto aos atributos sabor
e odor. Para a avaliacdo, os produtos foram desenformados e cortados no mesmo dia da
analise sensorial. As por¢des de 10g foram apresentadas em copos plasticos descartaveis.
Cada bandeja com quatro amostras codificadas foram numeradas aleatoriamente com trés
digitos. Além das amostras codificadas (CONT, EEPV 5% e EEPV 10%) foi oferecida
também a amostra de referéncia que correspondia ao tratamento controle (C). A ficha do teste

pode ser visualizada na Figura 1.

Figura 1: ficha do teste de comparagdo multipla

TESTE DE COMPARACAO MULTIPLA

Vocé esta recebendo uma amostra Controle (C) e 3 amostras codificadas. Prove a amostra
Controle e em seguida cada uma das amostras codificadas e avalie na escala de 0 a 6, o quanto
cada amostra difere da amostra Controle em relacao ao odor e ao sabor.

(0 - Nenhuma diferenca do Controle

1 - Diferenca muito ligeira

) - Diferenga ligeira/moderada

3 - Diferenca moderada Amostra n Salx Odor
Diferenca moderada/grande

5 - Diferenca grande

6 - Diferenca muito grande

Fonte: Do autor (2017)
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Os queijos foram submetidos ao teste de aceitagdo, utilizando escala hedonicade 1 a 9.

Os tratamentos foram baseados em um controle (C) sem aplicacdo de EEPV e dois com

aplicagdo de EEPV na superficie de queijos tipo Gorgonzola nas concentragdes 5 e 10%.

Foram recrutados 67 provadores ndo treinados, com conhecimento em Ciéncia dos Alimentos

e maiores de 18 anos. Os provadores foram selecionados em fun¢do de consumirem queijos

azuis e com interesse em participar do teste. Os testes foram realizados em cabines individuais

sob luz vermelha. As amostras codificadas em trés digitos foram apresentadas em simultaneo,

em copos descartaveis brancos, cortadas em pedacos triangulares. A temperatura de

apresentacao das amostras foi de 12 °C. A ficha utilizada pode ser visualizada na Figura 2.

Figura 2: ficha utilizada no teste de aceitagao

Nome:

Ficha de andlise sensorial

Data:

( ) Ix a0 més
( ) Ix na semana

COm as notas:

4: Desgostel pouco

\J Cerad

Comentérios:

Frequéncia de consumo de queljo Gorgonzola:

Preencha a tabela abaixo segundo seu grau de aceitagdo para as amostras codificadas de queijo Gorgonzola, de acordo

1: Desgostel extremamente

7: Gostel moderadamente

Cédigo da amostra

( ) Diariamente
( ) N3o costuma consumir

3: Desgostel moderadamente
6 : Gostei pouco

9: Gostel extresnamente

2: Desgostei muito
5: Nem gostei ¢ nem desgostel
8: Gostei muito

Odor Impressio Global

Fonte: Do autor (2017)

3.5.4 Analise estatistica dos resultados experimentais

A montagem do experimento para a analise sensorial foi realizada

em blocos

casualizados. Realizou-se andlise de variancia (ANOVA) e teste de médias para dados

significativos (Duncan e Scott-Knott para o teste de comparagdo multipla e aceitagdo
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respectivamente) ao nivel de 5% de significancia utilizando programa computacional

SISVAR® (FERREIRA, 2003) e SENSOMAKER® (NUNES; PINHEIRO, 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da propolis verde

Os parametros fisico-quimicos do EEPV utilizado na presente pesquisa ¢ sua

adequacdo a legislagdo (BRASIL, 2001) esta disponivel na Tabela 1.

Tabela 1- Parametros fisico-quimicos do EEPV e sua adequacao a legislacao

Andlise Valor observado Legislacao*
Extrato seco (%) 20,7 Minimo de 11% (m/v)
Flavonoides totais (mg/mL) 11,3 ND
Flavonoides totais (%) 1,3 Minimo 0,25%(m/m)
Atividade de oxidagao (s) <3 Maximo 22 segundos
Compostos fenolicos (%) 5,9 Minimo 0,50% (m/m)
Teor alcodlico (°GL) 63 Maximo de 70° GL (v/v)
Acetato de chumbo + +

Hidroxido de chumbo + +

Grau Brix (%) 40,4 ND

*: BRASIL (2001)
ND: Nao disponivel na legislacao

Todos os parametros analisados estao dentro do estabelecido pela legislacao brasileira.
Destaca-se o baixo tempo de oxidagdo (< 3 segundos), o alto teor de flavonoides (1,3%) e
compostos fendlicos (5,9%). Os flavonoides sdo os principais responsdveis pela inibicdo de
microrganismos de acordo com Cushnie e Lamb (2005), portanto quanto maior sua
concentracdo na propolis maior sua atividade bioldgica. A atividade antimicrobiana ¢ a
atividade bioldgica da propolis mais estudada.

Entre substincias quimicas pertencentes ao grupo dos flavonoides, a flavanona,
pinocembrina, flavonol, galagina e o éster feniletil do acido cafeico, atuam na inibicdo da
RNA-polimerase bacteriana (FIGUEIREDO et al., 2014; SZLISZKA et al., 2013). No que diz
respeito ao potencial inibitério, o alto teor de flavonoides (1,3%) e compostos fenolicos
(5,9%) indica maior poder de inibicdo sobre microrganismos, ja que € a partir destes
compostos que ela ocorre (FIGUEIREDO et al., 2014; SZLISZKA et al., 2013). A efetividade

destes compostos pode diferir segundo o tipo de bactéria.
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As bactérias gram- negativas possuem uma membrana adicional & camada externa, que
consiste em fosfolipidios, proteinas e lipopolissacarideos, sendo ela mais resistente a acdo dos
compostos antimicrobianos (SILICI; KUTLUCA, 2005). Assim, a propolis apresenta maior
inibicao em bactérias gram-positivas.

Andlises de propolis verde conduzidas por Figueiredo et al., (2014) e Szliszka et al.,
(2013) confirmaram a presenga de flavonoides como galangina, kaempferol, fisetina,
quercetina, morina, miricetina, crisina, apigenina, luteolina, escutelareina, acacetina e a
baicaleina, sendo que todos apresentam potencial inibidor de radicais livres que atenuam os
danos de compostos prejudiciais a saude.

Os flavonoides por serem macromoléculas ativas cedem elétrons ao radical livre
impedindo dano as moléculas organicas do organismo (como acidos graxos insaturados), sem
que a auséncia desse elétron gere um composto reativo. A alta concentragdo de flavonoides do
EEPYV pesquisado indica maior potencial de beneficio a satide no seu consumo.

De acordo com Chen et al., (2003), a propolis possui uma composi¢do quimica bem
heterogénea e complexa, sendo possivel encontrar os diversos grupos quimicos, desde
aminodacidos até micro e macrominerais. O elevado teor encontrado de extrato seco do EEPV
(20,7%) representa maior potencial nutricional.

O custo envolvido na produ¢do do EEPV e seu uso em escala industrial sdo viaveis
conforme observado no Anexo A. No Brasil existem mais de 10.000 produtores, sendo mais
de 4.000 produtores da propolis verde, exportando anualmente em torno de 30 milhdes
dolares na forma de extrato alcodlico ou aquoso, encapsulado, associado a outros vegetais
também antioxidantes ou simplesmente na forma bruta (NASCIMENTO JUNIOR, 2007).

Minas Gerais produz aproximadamente 29 toneladas de propolis, das quais 20
toneladas sdo de propolis verde, de acordo com a Cooperativa Nacional de Apicultura
(CONAP, 2013). A alta produgdo relativa da propolis verde, a torna mais atrativa de ser

trabalhada em relacao aos outros tipos principalmente a vermelha que € mais rara e mais cara.

4.1.2 Compostos volateis identificados na propolis verde bruta

Os dados referentes a concentracao dos compostos organicos volateis identificados em
CG/MS, area normalizada dos picos expressa em porcentagem e principais espectros de massa
em ordem crescente de intensidade (m/z) para cada composto quimico, estdo apresentados na

Tabela 2.
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Tabela 2 - Compostos quimicos identificados na propolis bruta, area normalizada dos picos
expressa em porcentagem e principais espectros de massa em ordem crescente de
intensidade (m/z) para cada composto quimico identificado em CG/MS.

Composto % de area Principais m/z
a-tujona 0,91 93;91; 77
a-pineno 7,61 93;91; 92
Sabineno 0,19 93;91; 77
B-pineno 10,29 93:69; 79
Mirceno 1,47 93:; 69; 91
0- 3- careno 4,82 93;91; 79
p-cimeno 0,55 119;91; 134
* 0,43 -
Limoneno 11,37 93; 68; 67

* 0,31 -
Linalool 5,33 71;93; 55
a-Cubebeno 1,47 105; 119; 161
* 1,55 -
a-Copaeno 4,73 105; 119; 161
a-Gurjuneno 1,74 105; 119; 161
y -cariofileno 13,80 93, 69, 133
* 0,48 -

y —cadineno 1,66 161; 105; 119
* 0,52 -
Aromadendreno 9,90 91; 105; 161
* 0,68 -
o-humuleno 1,28 93; 80; 121
Aloaromadendreno 1,10 91; 105; 93
6 o Cadina-1,4-dieno 3,15 161; 105; 119
Germacreno D 2,72 161; 105; 91
* 1,08 -

* 1,74 -
Germacreno B 2,79 161; 105; 119
* 2,11 -

0 -cadineno 3,30 161; 119; 105

Continua na proéxima pagina
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Tabela 2: Continuagao

Espatulenol 0,78 91; 105; 119
Total identificado (%) 91,10
Total nao identificado (%) 8,90

*: compostos nao identificados

Os terpendides a-pineno B-pineno, Limoneno y—cariofileno e Aromadendreno foram
os mais predominantes na analise, com areas em porcentagem de 7,61; 10,29; 11,37; 13,80 e
9,90% respectivamente. A porcentagem total de compostos volateis ndo identificados na
CG/MS foi de 8,90%.

Os terpenoides sdo associados a defesa do vegetal contra microrganismos e outros
agentes além de promover a cicatrizagdo em caso de lesdo. Isso explica o porqué de essas
substancias terem poder inibitdrio sobre microrganismos. Os compostos o-pinene € o [3-
pinene sdo terpenos biciclicos e podem ser encontrados nos 6leos essenciais de espécies
vegetais. A matéria prima para produgdo propolis pelas abelhas sdo exsudatos vegetais, com
1sso muitas substancias sao encontradas em ambos (BAKKALI et al., 2008).

O Aromadendreno ¢ um composto sesquiterpenoide (C;sHa4) que ocorre como
constituinte principal de 6leos de varios eucaliptos. De acordo com Mulyaningsih et al.,
(2011), o mesmo apresenta alto potencial antimicrobiano. Esse pode alquilar proteinas e
perturbar a conformacgado das células. Sendo esse composto altamente lipofilico, provoca-se a
ruptura de biomembranas celulares (WINK, 2008). A partir dessa afirmacdo denota-se que
uma propolis rica nesse composto apresenta boa agao contra microrganismos.

Outras propriedades biologicas dos terpendides € corroborada por Rather et al. (2012)
que em analise das atividades antioxidante e antimicrobiana de compostos pineno, cariofileno
e germacreno D, observaram que o cariofileno e germacreno D apresentaram efeitos
inibitorios contra B. subtillis, S. aureus, S. typhi e K. pneumonia em relacdo aos pinenos.
Embora esses microrganismos nao tenham sido identificados nas amostras dos queijos, 1Sso
ndo desabona a acdo antimicrobiana desses terpenoides.

Além do efeito antimicrobiano, os terpenoides também podem apresentar beneficios a
saude. Segundo Legault e Pichette (2007), o cariofileno (identificado com 13,80% de area na
propolis bruta) € considerado um agente anti-inflamatorio, analgésico e anticoagulante. Ele
atua bloqueando a sintese de prostaglandinas pela inibi¢do da ciclooxigenase, que converte o
acido araquidonico em endoperoxidos ciclicos, precursores de prostaglandinas. Em trabalho

conduzido por Tamble et al. (1996), o cariofileno apresentou efeito citoprotetor
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gastrointestinal por meio da ingestdo oral, inibindo as injurias induzidas por agentes que
causam lesdes necréticas no estobmago. De acordo Lam et al., (1989) o limoneno ¢ um potente
estimulante da GST (Glutationa S-Transferase), uma enzima desintoxicante que promove a

conjugacao de carcindgenos que sofreram prévia bioativagao.

4.2 Identificacio dos microrganismos e numero de isolados

O numero de isolados de leveduras e bactérias identificadas nos queijos tipo

Gorgonzola das diferentes marcas esta apresentado na Tabela 3.

Tabela 3- Numero de isolados de leveduras e bactérias identificadas em queijos tipo
Gorgonzola de diferentes marcas (A, B, C, D, E, F e G).

Marcas
Espécies A B C D E F G Total
Y. lipolytica 14 15 2 6 13 0 10 60
C. sphaerica 7 0 0 0 0 0 7 14
D. hansenii 10 0 23 7 0 3 9 52
C. parapsolosis 6 0 6 0 0 0 3 16
C. intermedia 6 0 0 0 9 0 0 15
C. nervogensis 3 0 0 6 0 0 0 9
S. cerevisiae 9 0 0 0 0 0 0 9
C. guilliermondii 0 0 0 0 0 8 0 8
C. zeylanoides 0 0 0 0 0 9 0 9
C. kefir 3 0 0 0 0 0 0 3
S. saprophyticus 19 27 12 0 11 0 0 70
S. equorum 24 29 4 16 21 32 34 160
B. cereus 2 0 0 0 0 0 0 2
E. faecalis 14 0 0 0 0 5 7 27
C. flavescens 23 0 0 0 0 0 0 23
S. lugdugensis 0 0 0 8 0 0 0 8
P vulgaris 0 0 0 0 0 11 0 11

Yarrowia lipolytica se destacou entre todas as espécies de leveduras sendo que o
numero de isolados total 60. As marcas A e B tiveram maior nimero, com 14 e 15 isolados
respectivamente. Em seguida a espécie D. hansenii se destaca com 52 isolados sendo a marca
C a que apresentou maior numero: 23. A espécie de bactéria predominante em todas as regides

foi S. equorum sendo 160 o nimero de isolados totais. As marcas F e G se destacam com 32 e
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34 isolados respectivamente. Destaca-se também a espécie S. saprophyticus que apresentou
nimero de isolados para as marcas A e B de 19 e 27 respectivamente, sendo 70 o total. A
marca A apresentou nimeros elevados tanto de leveduras quanto de bactérias, pois nela se
identificou todas as espécies de bactérias exceto S. lugdugensis e P. vulgaris.

A prevaléncia das espécies dos microrganismos identificados e sua importancia sdo
defendidas em outros trabalhos cientificos. Segundo os autores Ozturk e Sagdic (2014) e
Mendoza et al, (2014), D. hansenii apresenta alta atividade lipolitica e baixa atividade
proteolitica, enquanto Y. lipolitica apresenta alta atividade lipolitica e proteolitica. Esses
fatores (alta quantidade de nutrientes e producdo de enzimas pelos microrganismos)
contribuem para acelerar a deterioragdo de superficie do queijo tipo Gorgonzola e explicam a
alta frequéncia com que aparecem nos queijos. A formacgdo da limosidade ocorre em um
processo simbidtico dos microrganismos o qual diversos componentes sdo degradados e
sintetizados de acordo com as caracteristicas metabolicas de cada espécie.

A limosidade superficial dos queijos ¢ formada a partir do crescimento de
microrganismos € quanto mais intensa a atividade enzimatica, maior a tendéncia de formagao
de limosidade. Presenca de dgua e decomposi¢do proteolitica, lipolitica e expolissacarideos
sdo fundamentais para geragdo de moléculas para formagdo do polimero que constitui essa
limosidade (WINGENDER; FLEMMING; NEU, 2016).

O papel das bactérias, principalmente as do género Staphylococcus ¢ degradar
peptideos e acucares. Outro ponto de destaque € que a as colonias desses géneros, pode
apresentar coloragdo amarela intensa ou laranja (SMI, 2014). Observou-se que a limosidade
na superficie dos queijos pesquisados apresentava intensa coloragdo amarelada.

Assim como observado no presente trabalho, Banjara, Suhr e Hallen-Adams (2015) e
Irlinger e Berg (1999) destacam a importancia do género Staphylococcus em queijos. De
acordo com esses autores, o género Staphylococcus é o principal encontrado no inicio da
maturacao (dentro de quatro dias) sendo substituidos por bactérias corineformes na 3* semana
de maturagdo. A espécie Corynebacterium flavescens foi observada na marca A, o que reforga
a afirmacao dos referidos autores sobre sua presenca em queijos.

Na Figura 3 ¢ apresentada a frequéncia das espécies de leveduras e bactérias dadas em

porcentagem, sobre o total de queijo tipo Gorgonzola pesquisado.
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Figura 3: Frequéncia das espécies de leveduras e bactérias dada em porcentagem, sobre o total
de queijo tipo Gorgonzola pesquisado.
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Fonte: Do autor (2017)

A espécie Y. lipolytica foi encontrada em 47,62% dos queijos analisados, seguida da
espécie D. hansenii que foi identificada em 38,10% dos queijos. Assim como Y. lipolytica, D.
hansenii é espécie comum a diversos ambientes (LIMA et al., 2009).

S. equorum e S. saprophyticus foram as bactérias mais prevalentes, com frequéncias de
100,00 e 57,14% respectivamente. S. equorum e S. saprophyticus apresentam boa capacidade
proteolitica, por outro lado, apresentam baixa atividade lipolitica, além de dar coloragao
amarelada ao limo da superficie.

Staphylococcus ¢ o principal género encontrado no inicio da maturagdo sendo
substituidos por bactérias corineformes com o passar do periodo da maturagdo (BANJARA;
SUHR; HALLEN-ADAMS, 2015; IRLINGER; BERG, 1999). Observou-se que além das
espécies S. equorum e S. saprophyticus, C. flavescens também foi identificada nos queijos
estudados.

Alibi, Ferjani e Boukadida (2016) destacam que na comunidade bacteriana de queijos,
as corineformes halotolerantes estdo entre as mais prevalentes. No presente estudo as mais
prevalentes foram bactérias do género Staphylococcus.

A formacao de limosidade na superficie do queijo € acentuada pela atividade lipolitica,
a qual ¢ desempenhada pelas leveduras, principalmente Y. /ipolytica (CARVALHO, 2010;
FLEMMING; NEU WINGENDER, 2016). A partir dessas informagdes, conclui-se que

bactérias e leveduras possuem papel complementar na deterioracdo da superficie do queijo.
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As leveduras mais associadas a Queijos Azuis segundo Almeida, et al (2014) e Mounier,
(2008) sdo espécies Candida famata, Candida catenulata, Candida lipolytica, Trichosporon
cutaneum ¢ géneros Zygosaccharomyces spp. Em queijos Roqueforti as espécies
Dabaryomyces hansenii, Candida sphaerica e outras espécies do género Candida sao as mais
frequentes. Essas afirmagdes concordam com os resultados observados no presente trabalho.

Eliskases-Lechner (1998) observou em seus resultados, que 100% das amostras de
Queijo Azul estudadas continham leveduras presentes a niveis superiores a 10° UFC/g no
exterior ¢ 83% das amostras apresentavam leveduras em niveis superiores a 10° UFC/g no
interior. As espécies mais frequentes foram Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces
marxianus € Yarrowia lipolytica.

A ocorréncia da espécie Debaryomyces hansenii, ndo mostra especificidade de
ambientes. Esta afirmacdo ¢ salientada por Banjara et al. (2015) que ao pesquisar as espécies
de fungos em queijos de diversos tipos adquiridos no comercio de Lincoln - Nebraska (EUA),
(regido de clima temperado, bem diferente do estado de Minas Gerais), observaram que a
espécie citada foi a mais abundante, presente em 79 % de todos os queijos estudados.
Ceugniez et al. (2015) ao estudar os microrganismos presentes em queijo artesanal tipo
Tomme d’orchies (Nomain, Franga) observaram por meio de andlise bioquimica e de
sequenciamento genético, que a maioria das leveduras isoladas eram das espécies Yarrowia
lipolytica, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis ¢ Kluyveromyces marxianus. Estes

resultados corroboram os observados na presente pesquisa.

4.3 Concentracio minima inibitéria e concentracio minima biocida dos agentes

antimicrobianos

Os intervalos da concentragdo minima inibitéria (CMI), da concentracdo minima
biocida (CMB) do EEPV e do etanol expressas em porcentagem (g/g) sobre as espécies de

leveduras e bactérias, estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4-  Concentragdes minimas inibitorias (CMI) e biocida (CMB) do EEPV, do controle
de etanol e natamicina sobre as espécies de leveduras e bactérias isoladas de
queijo tipo Gorgonzola

Agente inibitério (%)

Controle etandlico EEPV
Leveduras CMI CMB CMI CMB
Candida parapsilosis 10,0 >10,0 1,25 5,0
Yarrowia lipolytica >10,0 >10,0 1,25 2,5
Debaryomyces hansenii >10,0 >10,0 1,25 2,5
Candida zeylanoides 2,5 10,0 0,63 2,5
Candida guilliermondii 5,0 10,0 1,25 2,5
Candida intermedia 5,0 10,0 0,63 1,25
Candida nervogensis 5,0 5,0 1,25 1,25
Candida sphaerica 5,0 10,0 0,62 1,25
Candida kefir 2,5 5,0 1,25 2,5
Saccharomyces cerevisiae 10,0 >10,0 0,62 0,62
Bactérias
Staphylococcus lugdugensis 5,0 >10,0 0,62 1,25
Enterococcus faecalis 5,0 10,0 0,63 1,25
Staphylococcus saprophyticus 5,0 10,0 0,31 0,63
Staphylococcus equorum 5,0 10,0 0,31 0,63
Proteus vulgaris 10,0 >10,0 2,5 5,0
Corynebacterium flavescens 1,25 5,0 0,16 0,63
Bacillus cereus 5,0 10,0 0,16 0,31

Natamicina (ppm)

Leveduras MIC CMB
Yarrowia lipolytica 1,5 12,5
Candida parapsolosis 6,25 12,5
Candida nervogensis 3,1 6,25
Saccharomyces cerevisiae 1,5 3,1
Candida guilliermondii 1,5 3,1
Candida zeylanoides 1,5 3,1
Candida sphaerica 1,5 3,1
Debaryomyces hansenii 1,5 1,5
Candida intermedia 1,5 1,5
Candida kefir 1,5 3,1

Entre as espécies de leveduras e bactérias, as concentragdes de alcool necessarias para
promover a inativagdo dos microrganismos foi sempre maior que a do EEPV, indicando que o
efeito do EEPV vem principalmente da constituicdo quimica da prépolis, sendo o etanol
apenas um agente de solubilizacdo dos seus compostos. Entre as espécies de leveduras, todas
necessitaram de concentragdes maiores ou iguais a 10% de etanol para inativagdo, exceto C.
nervogensis (5,0% de etanol). Em relacdo as concentragoes de EEPV, C. parapsilosis

necessitou de 5,0% para inativagdo, sendo a mais resistente.
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Saccharomyces cerevisiae foi a espécie mais sensivel, inativando-se com 0,62% de
EEPV. As outras espécies de leveduras tiveram o CMB de EEPV entre 1,25 ¢ 2,50%.

Assim como as espécies de leveduras, todas necessitaram de concentragdes maiores ou
iguais a 10% de etanol para inativagdo, exceto a C. flavescens (5,00%). Em relagdo ao EEPV,
as espécies S. saprophyiticus, S. equorum (as mais frequentes) e C. flavescens necessitaram de
0,63% de EEPV para atingir a CMB, ja a B. cereus foi a mais sensivel ao EEPV, sendo
inativada com 0,31%. A mais resistente ao EEPV e ao etanol foi a espécie P. vulgaris, a inica
espécie gram-negativa identificada. A préopolis apresenta maior atividade antimicrobiana
contra bactérias gram-positivas comparativamente as gram-negativas. Uma das hipoteses
explicativas é que as bactérias gram-negativas possuem uma parede celular mais complexa e
maior teor de fosfolipidos que as gram-positivas (SILICI; KUTLUCA, 2005). Bactérias gram-
positivas possuem uma parede celular mais espessa, composta por varias camadas de
glicopeptideos, com proteinas e polissacarideos inseridos. A parede celular das bactérias
gram-negativas, por sua vez ¢ mais fina, mas estruturalmente mais complexa, pois possui uma
unica camada de glicopeptideos, uma membrana externa com constituicdo similar a
membrana citoplasmatica e uma camada de lipopolissacarideo (LPS) que sdo glicolipidios
complexos que conferem resisténcia as bactérias (KONEMANN et al., 2001).

A eficiéncia da propolis verde em relagdo ao etanol é explicada pela presenca de
flavonoides como a galangina, quercetina, pinocembrina e kaempferol, além de terpenoides e
fenilpropanoides como os acidos cafeico e clorogénico (GARCIA et al., 2009) .

Os componentes da propolis possuem efeitos sobre a permeabilidade da membrana
citoplasmatica aos ions, causando a dissipacdao do potencial de membrana, o que a caracteriza
como substancia ion6fora. O gradiente eletroquimico de prétons através da membrana ¢
essencial para a bactéria manter a sintese de ATP, o transporte através da membrana
plasmatica e a motilidade; tal efeito contribui para a agdo citotoxica da propolis. O efeito
ionoforo da propolis pode ainda diminuir a resisténcia das células a outros compostos
antibacteriano explicando a maior sensibilidade frente aos microrganismos gram-positivos do
que gram-negativos. (ABUBAKAR et al., 2014; KONEMANN et al., 2001).

Quando se compara a atividade do EEPV com a atividade antimicrobiana da
natamicina, observa-se que a mesma foi superior ao EEPV, com valores de CMB entre 1,5 a
12,5ppm, enquanto que para o EEPV, os valores foram de 0,62 a 5,00%. Apesar da
superioridade da natamicina em relagdo a propolis, a mesma possui limitacdo de uso devido a

legislacao (BRASIL, 2001).
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A propolis pode ser usada em maior quantidade devido ao seu potencial nutricional e
terapéutico. Ainda que a natamicina seja superior contra leveduras, autores corroboram o
alcance da propolis como elemento de inibigdo de muitas espécies. De acordo com Koc et al.,
(2007) a propolis tem efeito fungicida sobre C. famata, C. glabrata, C. Kefyr, C. pelliculosa,
C. parapsilosis e P. ohmeri.

Outro fator de extrema importancia no uso da prépolis é que a mesma causa inibig¢ao
de espécies bactérias, o que ndo ocorre com a natamicina. A atividade antifngica da
natamicina depende da sua ligagdo com esterdis da membrana celular, especialmente o
ergosterol, que ¢ o principal esterol de membranas fungicas. Esses compostos estdo presentes
nas membranas das células de fungos filamentosos e leveduras, que ndo existem nas bactérias,
assim a natamicina ndo tem efeito sobre elas segundo Thomas et al. (2005). Além do efeito

inibitorio da propolis sobre bactérias, ha o beneficio a satde.

4.4 Atividade antimicrobiana do extrato etanolico da propolis verde e da natamicina em

superficie de queijo tipo Gorgonzola

O resultado da atividade antimicrobiana de quatro concentragdes do EEPV e da
natamicina sobre as quatro espécies de microrganismos mais predominantes na identificagao

em queijo tipo Gorgonzola, estd apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Crescimento de microrganismos inoculados em micro gotas (10uL) sobre
superficie de queijo tipo Gorgonzola previamente aplicada de extrato etanolico
da propolis verde e de natamicina.

EEPV(%)
Espécies 1,25 2,5 5,0 10,0
Yarrowia lipolytica } } } }
Debaromyces hansenii + : : :
Staphylococcus saprophyiticus - - - -
Staphylococcus equorum - - - -
) Controle de natamicina (ppm)

Espécies

10 50 250 1250
Yarrowia lipolytica + + + l

+ + - -

Debariomyces hansenii

+: houve crescimento
-: ndo houve crescimento
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As concentracdes de natamicina necessarias para inibir o crescimento das leveduras na
superficie do queijo foram muito menores que do EEPV. O ensaio in sitfu indica com mais
confiabilidade, o efeito dos agentes antimicrobianos em relagdo ao teste in vitro, pois 0s
alimentos sao mais complexos que os meios de cultura utilizados.

Conforme observado na Tabela 5, a concentragdo de EEPV para inibi¢do total do
crescimento da espécie Y. lipolytica e D. hansenii ocorreu a partir de 1,25% para Y. lipolytica
e 2,50 para D. hansenii, enquanto as bactérias (S. saprophyiticus e S. equorum) foram inibidas
desde a concentragao de 1,25%. Y. lipolytica foi mais sensivel ao propolis e mais resistente a
natamicina em relagdo a espécie D. hansenii. A natamicina inibiu completamente as
leveduras testadas na concentragdo acima de 250ppm para D. hansenii e 1250ppm para Y.
lipolytica.

Nota-se melhor desempenho da propolis sobre a inibi¢do de Y. lipolytica em relagdo ao
teste no queijo (2,5% contra 1,25% de EEPV). Em relagdo a natamicina, houve reducao de
inibi¢do tanto de D. hansenii quanto de Y. lipolytica (250 e 1250ppm de D. hansenii ¢ Y.
lipolytica respectivamente contra CMB de 1,5 e 12,5ppm de D. hansenii e Y. lipolytica
respectivamente).

Provavelmente esse efeito ocorreu pelo fato de o EEPV, que foi diluido em etanol e ser
rico em resina, ter formado filme protetor sobre a superficie do queijo ao secar, o que
dificultou o acesso dos microrganismos aos nutrientes do queijo. Resa, Jagus e Gerscheson
(2014) compararam amostra de queijo controle com amostras de queijo com aplicacdo de
natamicina em filme a base de amido de tapioca e de queijo com aplicagdo de natamicina por
pulverizacdo, para o crescimento de S. cerevisiae, Z. rouxii e Y. lipolytica, sendo o método
mais eficaz o de aplicagdo de filme, visto que a pulverizagado foi efetiva somente nas primeiras
24 horas, retomando o crescimento microbioldgico apds esse periodo, semelhante ao controle.
Isso indica que o efeito da natamicina ndo ¢ prolongado, concordando com os resultados
vistos na presente pesquisa.

A vantagem no uso da propolis também estd presente no custo de producdo. A
aplicagdo do EEPV (de acordo com as condigdes experimentais do presente trabalho) nas
concentragdes de inibi¢do do microrganismo mais resistente (5%) ¢ de aproximadamente 22
centavos de reais por peca de queijo (Anexo A). Isso indica o EEPV além do apelo na
saudabilidade e no poder de inibicdo de microrganismos, também ¢ vantajoso a nivel
econdmico. Ha a possibilidade de fabricagdo de um produto de alto valor agregado tendo em

vista os resultados dessa pesquisa.
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4.5 Analise sensorial: teste de comparacio multipla e teste de aceitacido

A analise sensorial ¢ de fundamental importancia ao se testar uma nova substancia em
alimentos ou desenvolver um novo produto alimenticio. A despeito do desempenho do EEPV
em inibir microrganismos, seu uso poderia ser limitado em fungdo de prejuizos ao sabor e ao
odor dos queijos. Na Tabela 6 sdo apresentados os escores médios dos atributos sensoriais de
queijo tipo Gorgonzola com aplicacdo de EEPV a 5 e 10% (m/m) em sua superficie € o

tratamento controle (C) no teste de comparagao multipla e o resultado do teste de aceitacao.

Tabela 6 - Escores médios dos atributos sensoriais de queijo tipo Gorgonzola com aplica¢ao
de EEPV a 5 e 10% em sua superficie e o tratamento controle no teste de

comparag¢do multipla e o resultado do teste de aceitacao

Teste de comparagdo multipla

Tratamento Sabor Odor
Controle 1,50a 1,23a
EEPV 5% 2,36b 2,18b
EEPV 10% 2,76b 2,94c

Teste de aceitacao

Tratamento Sabor Odor Impressao global
Controle 6,89a 6,50a 6,64a
EEPV 5% 6,53a 6,79a 6,80a
EEPV 10% 5,82b 5,86b 5,98b

Letras iguais na coluna indicam auséncia de diferenca significativa ao teste de Duncan (Teste de
comparacgdo multipla) e de Scott-Knott (Teste de aceitagdo) ao nivel de 5% de significancia

No teste de comparagdo multipla, as notas médias das amostras situaram-se na escala
entre 1 (diferenga muito ligeira) e 3 (diferenga moderada), apresentando diferenca em relagao
ao controle tanto para o sabor e principalmente o odor em se tratando da concentragio a 10%
de EEPV. Nota-se que para o atributo sabor, houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos C ¢ EEPV a 5 e 10%, onde a maior adigdo do extrato resultou em percepgao
ligeira a moderada. Por outro lado, quando se compara a aplicacdo de EEPV na concentragao

5 e 10%, ndo se percebe diferenca significativa para o mesmo atributo.
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Para o atributo odor, houve diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos C,
EEPV a 5 e 10%, onde a maior adi¢do do extrato resultou em percepcao ligeira a moderada.
Os resultados apresentados denotam que queijos aplicados de EEPV em superficie se
diferenciam em relagdo ao controle. Nao se nota interferéncia clara no sabor do queijo, pois
em nenhum dos atributos citados, foi observada diferenga em relagdo as concentragdes maior
e menor de EEPV.

Foi observado que os provadores perceberam diferenga da amostra com 0% de EEPV
e o controle (médias de 1,50 e 1,23 para sabor e odor respectivamente), fato usual em se
tratando de avaliacdo sensorial com provadores ndo treinados. A maior diferenca em relagao
ao controle foi percebida no atributo odor, considerando o EEPV a 10% (escala de 2,94).

O teste de aceitacdo foi realizado em virtude da diferenca percebida no teste de
compara¢do multipla. As notas de aceitagdo para os atributos odor, sabor e impressao global
foram medidas em escala de 1 a 9. Para os trés atributos citados, os queijos aplicados de
EEPV a 5% e o tratamento controle ndo diferiram significativamente no teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de significancia.

No caso da aplicagdo de EEPV a 10%, houve uma piora nas médias de aceita¢do para
os trés atributos analisados, o que indica que nessa concentragdo, o EEPV comega a interferir
negativamente no produto. Embora haja essa interferéncia, ela é discreta, pois a escala se
encontra proxima de “gostei ligeiramente” enquanto para o tratamento controle e EEPV a 5%,
as notas médias ficaram proximas de “gostei moderadamente”. A pequena diferenca
observada ¢ factivel em se tratando de queijo Gorgonzola, pois 0 mesmo apresenta sabor e
odor fortes devido ao desenvolvimento do fungo Penicillium roqueforti e a produgdo de
compostos volateis oriundos da metabolizagdo da gordura e de proteinas do queijo, isso ajuda
a mascarar o sabor e odor fortes da propolis. De acordo com Figueiredo et al, (2015) a
propolis verde apresenta sabores balsamico, amargo, picante e adstringente. Seu odor pode ser
floral, forte e canforoso. Essa caracteristica poderia levar a rejeicdo de um produto alimenticio
adicionado de propolis e seus extratos. Tal situacdo ndo ocorreu nas concentragoes utilizadas
no presente trabalho.

Comparando o teste de aceitacdo com o teste de comparacao multipla, conclui-se que a
propolis pode ser aplicada a superficie do queijo tipo Gorgonzola sem prejudicar o sabor € o
odor, pois em ambas as analises, mesmo em concentracao de 10%, o EEPV nao interferiu de
forma pronunciada. Ainda assim, o EEPV na concentracdo de 5%, foi capaz de inibir os
microrganismos mais resistentes no teste de CMB e no teste in situ 2,5% inibiu todos os

microrganismos identificados com maior frequéncia na superficie dos queijos. Esses fatos
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tornam seguro o uso do EEPV ao nivel de 5% sem prejudicar a qualidade sensorial dos
queijos, tendo ainda o beneficio a saude trazido pelo consumo de propolis.

Embora tenha sido observada diferenca significativa no sabor e no odor dos queijos
aplicados de EEPV a 5% na superficie em relacdo ao controle no teste de comparagdo
multipla, o teste de aceitacdo indicou que esta diferenca nao implica em piora da qualidade
sensorial, pois nesse teste as notas ndo mostraram diferengas significativas para odor, sabor e

impressao global.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato etandlico de propolis verde tem viabilidade de uso como conservante de queijo
tipo Gorgonzola quando aplicado sobre sua superficie. Pesquisas podem ser realizadas para

avaliagdo do efeito no desenvolvimento do fungo Penicilium roqueforti.
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6 CONCLUSOES

Os principais microrganismos identificados na superficie de queijo tipo Gorgonzola
foram leveduras Yarrowia lipolytica e Debaryomyces hansenii e bactérias Staphylococcus
saprophyticus e Staphylococcus equorum.

O EEPV pode ser usado com seguranca na concentragdo de 5% em superficie de
queijo tipo Gorgonzola, pois nessa concentracdo nao ha interferéncia no sabor e no odor e
inibe-se 0os microrganismos mais prevalentes de forma completa.

Na analise sensorial foi observado que o extrato etanolico de propolis verde pode ser
usado nas concentragdes de 5% e 10% sem afetar de forma expressiva o odor e o sabor do

queijo tipo Gorgonzola.
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ANEXO A- Estimativa do custo de aplicacdo do extrato de propolis verde

Estimativa do custo de producdo da aplicacio de EEPV em queijo tipo Gorgonzola

segundo as conclusdes dessa pesquisa

Custo de 1kg de propolis bruta de boa qualidade: R$200,00
Custo de 1L de etanol laboratorial 92,3%: R$7,00
Custo de 1L de EEPV a 5% (concentragdo ideal de uso segundo as conclusdes do trabalho):
R$21,20 ou R$ 0,021/mL
Area aproximada de uma peca inteira de queijo tipo Gorgonzola: 2160cm?
Necessidade de EEPV em mL para recobrir toda a superficie do queijo (segundo metodologia
utilizada no trabalho): 10,3mL

Estimativa do custo da matéria-prima utilizada: 10,3*0,021= R$0,22 por peca de
queijo. Com 1L de EEPV a 5% se produz 97 queijos.

Estimativa do custo de producio da aplicacio de natamicina em queijo tipo Gorgonzola

Para realizag@o dessa estimativa foi realizada consulta a funcionarios de laticinio local.
Custo de 1L de natamicina: R$250,00
Diluigao utilizada: 300mL/400L de agua => R$75/400mL
Rendimento: 200 queijos
Estimativa de custo: R$0,38/queijo
Obs.: O laticinio citado dilui a natamicina em salmoura para evitar custos de mao-de-obra,

portanto isso justifica o maior custo.



