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RESUMO

7

O queijo de coalho € um produto lacteo tipico da regido Nordeste que comumente n&o
dispbe de seguranga sanitéria, sendo referido como um veiculo de Staphylococcus aureus.
Objetivou-se com esse estudo avaliar a influéncia da quitosana como cobertura e
incorporada em queijo de coalho sob a viabilidade de Staphylococcus aureus e controle de
gualidade. Para tanto, foram produzidos queijos de coalho com quitosana em cobertura e
adicionada a massa nas concentragfes 5mg/mL, 10mg/mL e 15mg/mL e 1mg/g, 2mg/g e
4mg/g, respectivamente. Produtos sem quitosana (C) e com &cido acético 1% (CA) foram
usados como controles. A capacidade de inibicdo bacteriana da quitosana foi avaliada
comparando-se a contagem de células viaveis de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) em
cada tratamento, no decorrer de cinco intervalos de tempo (0, 4, 8, 12 e 16 dias de
armazenamento), com a contagem inicial e amostras controles. Avaliou-se o teor de
umidade e gordura do produto elaborado. Analises sensoriais (teste de aceitacao,
comparacao pareada e intencdo de compra) e de estabilidade de prateleira (0, 10 e 20 dias
de armazenamento) através de analises microbioldgicas (indicadores de qualidade) e fisico-
quimicas (pH, acidez e atividadade de adgua) foram conduzidas com as amostras controles e
tratadas com quitosana nas concentracdes antibacterianas mais eficientes. As andlises de
perfil do consumidor e sensoriais foram realizadas com 100 consumidores. Verificou-se
atividade antimicrobiana de quitosana como cobertura e adicionada & massa, de modo que
as concentracdes mais elevadas, 15mg/mL e 4mg/g, potencializaram a inibicdo do
crescimento de Staphylococcus aureus, atingindo reducgdes de 3,04 Log UFC/g e 3,22 Log
UFC/g na taxa de crescimento, respectivamente, quando comparados ao controle (C). O
teor de umidade e gordura dos produtos atenderam aos padrdes regulamentares. Quanto a
estabilidade de prateleira, as amostras avaliadas atenderam os limites microbiolégicos
regulamentares e apresentaram alteracdes fisico-quimicas aceitaveis. No perfil do
consumidor, verificou-se maiores frequéncias para consumo de queijo de coalho em duas ou
mais vezes por semana, por habito, comercializados em supermercados ou mercados, e
embalados sem vacuo. Na aceitacdo sensorial, as notas corresponderam aos termos
hedénicos entre gostei ligeiramente e gostei muitissimo, verificando-se melhoria na textura
dos produtos com quitosana incorporada. Valores de aceitabilidade foram maior que
70,00%, exceto no quesito sabor dos produtos com quitosana em cobertura, com 68,30%.
Houve maior preferéncia para os produtos com quitosana incorporada. Na intencédo de
compra, mais de 50,00% dos provadores afirmaram comprar os produtos com quitosana.
Conclui-se que a aplicacdo do biopolimero quitosana é uma alternativa favoravel de
viabilidade comercial e na conservacao do queijo de coalho.

Palavras-Chave: Biopolimero, conservacao, produto lacteo, viabilidade comercial.



ABSTRACT

The coalho-type cheese is a dairy product typical of the Northeastern region that commonly
lacks sanitary security and is referred to as a Staphylococcus aureus vehicle. The objective
of this study was to evaluate the influence of chitosan as a coating and incorporated in
coalho-type cheese under the viability of Staphylococcus aureus and quality control. For this
purpose, coalho-type cheeses with chitosan were added to the dough at 5mg/mL, 10mg/mL
and 15mg/mL and 1mg/g, 2mg/g and 4mg/g, respectively. Products without chitosan (C) and
1% acetic acid (CA) were used as controls. The ability of bacterial inhibition of chitosan was
evaluated by comparing the viable cell count of Staphylococcus aureus (ATCC 6538) in each
treatment over five time intervals (0, 4, 8, 12 and 16 days of storage) with the initial count
and control samples. The moisture and fat content of the processed product was evaluated.
Sensory analyzes (acceptance test, paired comparison and purchase intention) and shelf
stability (0, 10 and 20 days of storage) were analyzed by microbiological (quality indicators)
and physico-chemical analyzes (pH, acidity and water activity). Conducted with the control
and chitosan treated samples at the most efficient antibacterial concentrations. The
consumer profile and sensorial analyzes were performed with 100 consumers. Chitosan
antimicrobial activity was observed as a coating and added to the mass, so that the higher
concentrations, 15mg/mL and 4mg/g, potentiated the inhibition of Staphylococcus aureus
growth, reaching reductions of 3.04 Log CFU/g and 3.22 Log CFU/g in the growth rate,
respectively, when compared to the control (C). The moisture and fat content of the products
met regulatory standards. Regarding shelf stability, the samples evaluated met the regulatory
microbiological limits and presented acceptable physicochemical alterations. In the consumer
profile, there were higher frequencies for rennet cheese consumption two or more times per
week, per habit, marketed in supermarkets or markets, and packed without vacuum. In the
sensorial acceptance, the notes corresponded to the hedonic terms between | liked it slightly
and | liked it very much, being verified improvement in the texture of the products with
incorporated chitosan. Acceptability values were higher than 70.00%, except in the taste
aspect of products with chitosan in coverage, with 68.30%. There was a higher preference
for products with incorporated chitosan. In the intention to buy, more than 50.00% of the
tasters affirmed to buy the products with chitosan. It is concluded that the application of the
chitosan biopolymer is a favorable alternative for commercial viability and the conservation of
coalho-type cheese.

Keywords: Biopolymer, conservation, dairy product, commercial viability.
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CAPITULO 1

1.1 Introducéao

O queijo de coalho é um dos produtos mais tradicionais comercializados no
Nordeste brasileiro. Devido a sua popularidade é consumido amplamente pela
populacdo regional. Este alimento € considerado um componente alimentar cultural
com producdo passada de geracdo em geracgdo, estando integrado ao dia-a-dia dos
nordestinos além de representar uma importante fonte de renda familiar para os seus
produtores (CAVALCANTE et al., 2007; MENEZES, 2011; ALMEIDA, PAIVA JUNIOR
e GUERRA, 2013).

A producdo de queijo de coalho é principalmente realizada por médias e
pequenas queijarias da agricultura de base familiar ou de propriedades rurais de
menor porte, e é atribuido valor substancial a esta atividade no que diz respeito a
esfera local socioeconémica (NASSU, MACEDO e LIMA, 2006; MENEZES, et al.,
2012).

Apesar de ser parte do cotidiano da populacéo local, o queijo de coalho ainda é
visto como de baixa qualidade sob o ponto de vista microbiolégico por ndo oferecer as
condi¢des higiénico-sanitérias adequadas para o consumo, isto se deve a implicacdes
relacionadas a auséncia de critérios para a selecdo qualitativa da matéria-prima e a
falta de conformidades no que se refere as técnicas de fabricagdo do produto (SILVA
et al., 2010).

A maior parte da producao deste derivado lacteo (85%) é realizada com leite
cru apesar de ser apresentado no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
(RTIQ) de queijo de coalho, que o leite deve ser submetido a processos mecéanicos
apropriados e tratamento térmico ou pasteurizacdo. Devido a isso, matéria-prima
utilizada para a producdo do queijo ndo atende as normas de higiene vigentes
(DANTAS, 2012). Quanto as técnicas de processamento, o queijo de coalho
representa um produto de intensa manipulacdo no decorrer de sua fabricacdo sem as
condi¢des higiénicas necessérias, havendo falhas também quanto as condicdes
sanitdrias de transporte e armazenamento, tornando-se, um potente veiculo de

contaminantes, e consequentemente vulnerabiliza a sociedade a possiveis Doencas
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Veiculadas por Alimentos- DVAs (RUWER, MOURA e GONCALVES, 2011; DIAS et
al., 2015).

Estudos indicam elevado namero de infeccdes em individuos decorrente do
consumo de queijos. Particularmente, a incidéncia de Staphylococcus aureus em
queijo de coalho é elevada e tem sido evidenciada em diversos estudos (BORGES et
al., 2003; FEITOSA et al., 2003; LIMA, 2005; PINTADO et al., 2008).

Diante disso, o emprego de tecnologias inovadoras de conservacao
microbioldgica, integradas as Boas Praticas de Fabricacdo (BPFs) € primordial
relevancia, visto que, podem promover a manutencdo da qualidade de produtos
processados além de melhorar a estabilidade de prateleira (FAI et al., 2008).

Nos ultimos anos, a quitosana tem sido referenciada como um importante
biopolimero a ser utilizado na conservacdo de alimentos, devido as suas
caracteristicas de acdo microbiolégica no combate a diversos grupos de
microrganismos, tais como bactérias Gram-positivas (DUAN et al, 2007).

Ressalta-se que, quitosana tem sido utilizada de forma expansiva pela industria
de alimentos, sendo aplicada, por exemplo: como base na producdo de suplementos
nutricionais, estabilizantes para alimentos em conserva, emulsificantes, clarificantes de
bebidas e fibras em biscoitos dietéticos (SHAHIDI et al., 1999; BORDERIAS et al.,
2005; BORGOGNI et al., 2006; LI et al., 2007), como conservante em molho de soja
macarrao e sardinha (RODRiGUEZ et al., 2002), salsicha e mortadela (DAMIAN, 2005;
CHI et al., 2006), suco de acerola (ALBUQUERQUE e STAMFORD, 2011) e paté de
carne (BENTO et al., 2011). Além disso, a eficiéncia antimicrobiana da quitosana vem
sendo demonstrada em produtos lacteos considerados muito pereciveis, como queijos,
melhorando a conservacgéo e estabilidade de prateleira do alimento (ALTIERI et al.,
2005; MEI et al., 2013; OLIVEIRA, 2015).

Desta forma, torna-se vidvel avancar em estudos visando avaliar o efeito
antibacteriano da quitosana em gel adicionada ao alimento sob diferentes formas e em

diferentes concentragfes, sobretudo em um derivado lacteo de elevada perecibilidade.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da quitosana como cobertura e incorporada em queijo de coalho

sob a viabilidade de Staphylococcus aureus e controle de qualidade.

1.2.2 Objetivos especificos

Avaliar a eficacia da quitosana em diferentes concentragbes como cobertura e
incorporada em queijo de coalho no controle de viabilidade de Staphylococcus aureus;
Avaliar a estabilidade de prateleira do queijo de coalho com e sem quitosana quanto
aos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos;

Caracterizar o consumidor de queijo de coalho;

Avaliar as caracteristicas sensoriais e de aceitabilidade da quitosana como cobertura e

incorporada na massa em queijo de coalho.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Queijo de coalho

O queijo € um dos alimentos mais antigos ao qual se tém registros (DANTAS,
2012). Apesar de, ndo haver certeza da data de sua origem, acredita-se que o queijo
tenha surgido por algo em torno de 11.000 a.C. (SEBRAE, 2008). Ao longo do tempo
observaram-se diversas interpretaces embasadas na literatura a respeito da origem
do queijo, que percorrem desde uma versdo mitologica, a qual menciona a descoberta
do queijo por parte de um dos filhos de Apolo, rei da cidade de Arcédia, até outra
versdo baseada no fato de que, como o leite apresentava uma elevada perecibilidade
por conta da auséncia de meios para conserva-lo e logo se transformava em coalho,
foi despertada nos homens a ideia de criarem métodos para um melhor
armazenamento desta matéria-prima (SEBRAE, 2008; ALBUQUERQUE, 2009).

No entanto, foi de uma maneira ndo intencional, que um némade observou
apos armazenar o leite em um cantil (elaborado a partir de couro de estbmago seco de
carneiro) que havia acontecido a coagulacao do leite. Independente de sua real origem
observa-se que ao longo do tempo o queijo foi produzido como uma forma de
preservacdo dos componentes nutritivos do leite (SEBRAE, 2008; ALBUQUERQUE,
20009).

No Brasil, o consumo de queijo iniciou-se com a chegada dos portugueses, que
consumiam o produto lacteo em larga escala, tendo em vista, a ampla diversidade de
tipos de queijo produzidos com leite de cabra, que era bastante requisitado pela
populacdo (CASCUDO, 2004).

Com o decorrer do tempo, novas medidas de conservacdo do queijo foram
sendo desenvolvidas a fim de, suprir as demandas sociais e atender aos mais
variados e exigentes paladares, o que resulta hoje em dia, huma diversidade de
queijos difundidos no mercado mundial (BORGES et al, 2003; DANTAS, 2012).

Apesar de, ao longo dos anos, o queijo tem sido utilizado como um meio de
preservacéo do leite e a fabricacdo ser semelhante para a grande maioria, existem
diferencas na producdo tanto na origem do leite quanto nos métodos de
processamento empregados (ANDRADE, 2006).

De acordo com o SEBRAE (2008), dentre os diversos tipos de queijo
comercializados no Brasil, o queijo de coalho recebe importante destaque,

representando uma iguaria da culinéria nordestina. Este derivado lacteo é de elevada
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aceitacdo comercial, além disso, possui propriedades nutricionais significativamente
relevantes e por agradar aos diversos paladares devido a seu sabor e consisténcia
caracteristicos, o queijo de coalho atualmente encontra-se como um dos mais
importantes tipos de queijos vendidos no Brasil.

Conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade da IN n° 30, de
26/06/2001, do Ministério da Agricultura, Pecuaria Abastecimento (MAPA) entende-se
por queijo coalho, “0 queijo que se obtém a partir da coagulacdo do leite por meio do
coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou n&o pela acdo
de bactérias lacteas selecionadas, e comercializado normalmente com até 10 (dez)
dias de fabricacdo” (BRASIL, 2001a).

O queijo de coalho é considerado um artefato cultural do Nordeste, sendo um
dos mais produzidos e consumidos na regido. A maior parte de sua producdo €&
realizada nos estados do Ceara, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba
(ALMEIDA, PAIVA JUNIOR e GUERRA, 2013).

Embora a legislacdo em vigor (portaria n°® 146 de 07 de margo de 1996, do
MAPA), determine que o leite utilizado para a producdo de queijos deve ser submetido
a pasteurizagdo ou outro tratamento térmico (BRASIL, 1996), a maioria do queijo de
coalho fabricado no Nordeste é proveniente de producgéo artesanal, produzido com
leite cru, uma vez que, a legislacdo do estado de Pernambuco, através da resolucao
n°® 002 da Secretaria de Producdo Rural e Reforma Agraria (SPRRA), em
contraposicdo com a legislacdo federal admite a produgcédo de queijo de coalho com
leite in natura. Essa resolucdo classifica o queijo de coalho em tipo A- queijo
produzido com leite pasteurizado, e tipo B- queijo produzido com leite cru
(PERNAMBUCO, 1999).

O processo produtivo do queijo de coalho se baseia na aplicacdo de
tecnologias variadas, no entanto, a maior parte € realizada em escalas de produc¢éo de
médio e pequeno porte. Também ha a fabricacdo artesanal que utiliza as técnicas
tradicionais (PEREZ, 2005). Geralmente, as etapas de processamento do queijo de
coalho sé&o divididas do seguinte modo: Recepcéo do leite; Pasteurizacdo; Adicdo do
fermento, cloreto de célcio e coalho; Coagulacdo; Corte da coalhada; Repouso;
Primeira dessoragem; Aquecimento da massa;, Segunda dessoragem; Salga;
Enformagem/Prensagem; Maturagao; Embalagem/Comercializagéo, porém,
dificilmente estas etapas de produgao sao padronizadas (NASSU et al, 2001).

De acordo com o RTIQ (BRASIL, 2001a), as particularidades que podem
distinguir as etapas de fabricacdo do queijo de coalho em relacdo as demais
variedades de queijos s&o: coagulacdo (por volta de 40 minutos), corte, mexedura da

massa, retirada do soro, aquecimento da massa com agua quente ou vapor indireto
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(apenas até obter a massa semicozida ou cozida), adicdo de sal, prensagem,
embalagem e estocagem (sob temperatura média de 10 a 12°C, durante 10 dias no

maximo)

1.3.2 Importancia nutricional, aspectos fisico-quimicos e sensoriais do

queijo de coalho

A matéria- prima do queijo de coalho isto €, o leite de vaca € considerado o
alimento mais completo, de alto valor biol6gico na alimentacdo humana (GUERREIRO
et al., 2005). Faz parte da composicdo do leite: & 4gua (87,3%) e os sélidos totais
(12,7%), distribuidos da seguinte forma: proteinas totais (3,3 a 3,5%) gordura (3,5 a
3,8%) lactose (4,8), minerais (0,7%) e vitaminas (SGARBIERI, 2005).

O queijo, € um alimento rico em proteinas, geralmente possui todos o0s
aminoacidos essenciais, gordura, sais minerais (calcio e fésforo) e vitaminas (vitamina
B, e vitamina A). Sob o ponto de vista nutricional, a concentragao alta de nutrientes
presentes no queijo de coalho supfe certa vantagem em relagéo ao leite, haja vista a
quantidade de 4gua ser mais elevada (SCOTT, 1991, PERRY, 2004).

Quanto ao padrdo de identidade do queijo de coalho, a IN n° 30 (BRASIL,

2001a), estabelece aspectos fisico-quimicos e sensoriais (Tabela 1.1).

Tabela 1.1- Aspectos fisico-quimicos e sensoriais do queijo de coalho

Parametros Caracteristicas

Umidade Média a alta umidade.

Consisténcia Semidura, elastica.

Textura Compacta, macia.

Massa Cozida ou semicozida.

Cor Branco amarelado uniforme.

Sabor Brando, ligeiramente &cido, podendo ser
salgado.

Odor Ligeiramente &cido, lembrando massa
coagulada.

Crosta Fina, sem trinca, ndo sendo usual a
formagédo de casca bem definida.

Olhaduras Algumas olhaduras pequenas ou sem
olhaduras.

Formato e peso Variaveis.

Teor de gordura nos solidos totais Entre 35 % e 60 %.

Fonte: BRASIL, 2001a.

Parametros fisico-quimicos de atividade de agua (aW), pH e acidez do queijo
de coalho ndo sdo determinados pela legislacdo especifica, contudo devido a sua
importancia sobre produtos alimenticios, estes valores podem ser encontrados através
da literatura (SOUSA et al., 2014).
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Em alimentos, a aW, pH e acidez s&o parametros que estabelecem o tipo de
degradacédo microbiana (RAHMAN et al., 2004). O queijo de coalho é um produto com
elevado teor de umidade (BRASIL, 2001a). Conforme Freitas Filho e colaboradores
(2009), a umidade é um fator de influéncia na atividade de agua do queijo e nas
atividades do metabolismo de microrganismos no decorrer da maturagdo do produto,
facilitando seu crescimento devido a elevada quantidade de &gua livre susceptivel
para suas reacfes metabdlicas levando a possiveis repercussfes na textura, aroma,
sabor e pH do laticinio, geralmente, a aW do queijo de coalho é considerada superior
a 0,85 (ALZAMORA et al.,2003, ANDRADE, 2006; FREITAS FILHO et al., 2009;
SOUZA et al, 2014).

O pH do queijo de coalho é considerado alto, apresentando valor superior a
4,5, caracterizando-o consequentemente como um produto alimenticio pouco &cido
(GAVA, 2009). O pH é uma parametro de relevancia na caracterizacdo de queijos,
devido a sua interferéncia na acado microbiana, textura e maturacdo do produto, visto
que, existes reagfes quimicas que sdo catalisadas mediante a atividade de enzimas
(dependentes do pH) remanescentes do coalho ou da microbiota (SOUZA et al.,
2014).

J& a acidez corresponde a um indicador da atividade de microrganismos 0s
quais degradam a lactose que é metabolizada a acido latico, este parametro possui
influéncia no pH, dessoragem da massa durante a producdo do queijo e na etapa
inicial da maturacéo, a acidez do queijo de coalho varia comumente entre 0,11 a 1,01
(FREITAS FILHO et al., 2009; PEREZ, 2005; VIDAL, 2011, SOUZA et al., 2014).

1.3.3 Importancia socioecondémica do queijo de coalho

A produgéo e comercializacdo do queijo de coalho sdo difundidas amplamente
no Nordeste brasileiro principalmente na zona rural, apresentando um namero
expressivo de produtores de pequeno porte que realizam a producdo deste tipo de
gueijo. Essa atividade é muitas vezes praticada como meio de subsisténcia desses
comerciantes (NASSU, MACEDO e LIMA 2006).

Cerca de 90% da fabricacdo de queijo de coalho artesanal € realizada por
agricultores familiares de modo que, esse tipo de producéo, leva consigo, valores
culturais, indentitarios e simbdlicos proprios, na regido Nordeste a producdo de queijo
movimenta a cada més cerca de 10 milhdes de reais. (PERRY, 2004; ARAUJO et al.,
2011).

Os agricultores familiares recebem incentivos do governo federal através de
programas como PRONAF (Programa Nacional de Agricultura Familiar), PAA

(Programa de Aquisicdo de Alimentos) e do SUASA (Sistema Unificado de Atencéo a
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Sanidade Agropecuaria) que sdo importantes para o desenvolvimento rural, a fim de
melhorarem a producédo de alimentos como o queijo de coalho, garantindo seguranca
alimentar para a populacéo e viabilidade de comercializacdo do produto no mercado
formal (BRASIL, 2006, DANTAS, 2012; FERNANDES, 2013).

Estudos demostraram que a fabricacdo e o comércio de vendas de queijos
representam um empreendimento mais rentdvel que a comercializagdo de leite in
natura, o que pode gerar uma melhora nos lucros dos leiteiros, demonstrando que esta
atividade é de relevante importancia no ambito econdmico e social (BRITO, 2005;
LOPES e CARVALHO, 2006).

1.3.4 Impacto do queijo de coalho na saude publica

A imagem apresentada pelo queijo de coalho ainda é muito associada a um
alimento que ndo representa suficiente seguranca microbiolédgica. Isto, também por
deve-se a problemas atrelados & matéria-prima, a qual, muitas vezes ¢é desprovida das
condi¢cbes de higienizacdo adequadas além de serem evidenciadas diversas nao
conformidades no processo de fabricagdo, armazenamento, transporte e exposicao do
alimento, o que causa potencial comprometimento de sua qualidade microbiolégica,
predispondo-o a contaminagédo e podendo dessa forma, atuar como um veiculo de
transmisséo de doencas de origem alimentar (DUARTE et al, 2005, PEIXOTO, PRACA
e GOIS, 2007; DANTAS, 2012).

De modo a exemplificar este risco, a Vigilancia Epidemiolégica da Paraiba
(OPAS, 2009), entre os periodos de 2004 e 2008, verificaram 42 casos de surtos
alimentares, envolvendo 481 enfermos do total de um grupo de pessoas expostas ao
risco (1266 pessoas). Destes surtos, 23,8% estavam associados a queijos (cerca de
10 casos), acometendo 59 pessoas (12,26%) e expondo ao risco 184 pessoas
(14,53%).

Outro estudo realizado com 104 amostras de queijo de coalho comercializadas
em seis estados da regido Nordeste (Pernambuco, Piaui, Cear4, Rio Grande do Norte,
Sergipe e Paraiba), onde 54 amostras eram ndo inspecionadas e 50 amostras
possuiam inspecdo fiscal, verificou-se que todos os queijos analisados apresentavam-
se fora das normas microbioldgicas exigidas pela legislacdo vigente. Estes dados
demonstram que o queijo de coalho é muito susceptivel a contamina¢do, caso nao
sejam realizados os procedimentos operacionais e técnicos necessarios para a
fabricacéo deste produto (SOUSA et al., 2014).
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1.3.5 Qualidade, caracteristicas microbiolégicas e principais
contaminantes do queijo de coalho

A producdo de queijo requer leite de qualidade, ou seja, leite que néo
comprometa a seguranga microbiolégica para o consumo (SALINAS, 2002). A
qualidade do leite € determinada por parametros associados a composi¢cao quimica,
atributos fisico-quimicos e condicdes de higiene. Os constituintes nutricionais do leite
(proteina, gordura, lactose, sais minerais e vitaminas), definem a qualidade da
composicdo e as condicdes de higiene que sdo determinadas pela presenca de
microrganismos indicadores de qualidade, que ndo fazem parte da composi¢édo natural
do leite (DANTAS, 2012).

Dessa forma, a qualidade do queijo de coalho esti associada de forma direta
com a qualidade de sua matéria-prima. Apesar, de constar no Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de queijos (Portaria DAS/MA de 07/03/1996) a admissé&o da
producdo sem tratamento térmico prévio apenas quando o produto passar por uma
etapa de maturacdo equivalente a 60 dias no minimo, a maior parte da producéo de
gueijo de coalho, cerca de 85% é realizada, com leite de vaca cru sem a realizacao
dos requisitos exigidos. Além disso, tratando-se de um alimento de intensa
manipulacdo, a producdo deste laticinio ocorre muitas vezes sem os cuidados
higiénicos necessarios, comprometendo assim a qualidade do produto final (BRASIL,
1996; GOMES et al., 2011; RUWER, MOURA e GONCALVES, 2011; DANTAS, 2012;
FREITAS, TRAVASSOS e MACIEL 2013).

Estas condi¢des inadequadas envolvendo o processo de fabricacdo do queijo
de coalho atribuem-se ao fato de que a maior parte da produgdo deste laticinio &
realizada em Agricultura de Base Familiar ou queijarias de médio e pequeno porte,
formadas por produtores que demonstram resisténcia as novas técnicas de producéo
de alimentos, haja vista, optarem por continuar transmitindo a maneira de producéo
herdada dos seus antepassados, viabilizando ainda mais, a vulnerabilidade deste
alimento a contaminantes microbioldgicos. (PEREZ, 2005; NASSU, MACEDO e LIMA,
2006; FREITAS FILHO et al., 2009; MENEZES, SILVA e SAMUEL, 2012; DANTAS,
2012).

Portanto, a caracteristica da matéria-prima, associada a inadequacdes no
processo de fabricagdo do queijo de coalho, o torna um alimento de pouca seguranca
microbioldgica e baixo padrdo de qualidade, podendo realmente causar riscos de
doencas alimentares, pois, a contaminagdo microbiana influencia de forma direta na
gualidade dos alimentos (FEITOSA et al., 2003; ALMEIDA, PAIVA JUNIOR e
GUERRA, 2013).
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Estudos a respeito da qualidade microbiolégica do queijo de coalho indicam
gue 0s microrganismos patogénicos encontrados com maior prevaléncia sao:
Staphylococcus aureus, Salmonella ssp., e coliformes termotolerantes (FEITOSA et
al., 2003; DUARTE, ET AL., 2005; OLIVEIRA et al., 2010). As fontes relacionadas ao
surgimento destas bactérias geralmente sdo leite cru, leite pasteurizado de forma
inadequada ou o préprio queijo contaminado pds-pasteurizacdo com microrganismos
oriundos do leite cru ou do ambiente de produgéo (PINTADO et al., 2008, BORGES et
al., 2008a).

No estado do Rio Grande do Norte, 11 amostras de queijo de coalho foram
analisadas para verificar a ocorréncia de possivel contaminagdo no alimento e
constatou-se que 9% das amostras foram positivas para Salmonella spp.( FEITOSA et
al., 2003). Outro estudo realizado com 127 amostras de queijo de coalho coletadas em
21 municipios do estado de Pernambuco, demostraram a presenca de Salmonella spp.
em 5,5% das amostras além de coliformes termotolerantes em 44,1% das amostras
encotrados em contagens acima de 5,0 x 10° UFC/g, limite preconizado pela
legislacdo (DUARTE et al.,, 2005; BRASIL, 2001b). Na capital de Recife, foram
coletadas 42 amostras de queijo de coalho em 4 regionais do municipio do Cabo de
Santo Agostinho a fim de, verificar a qualidade microbioldgica do laticinio, os dados
obtidos, revelaram que 9,52% das amostras foram positivas para Salmonella spp. e
80,95% das amostras estavam fora dos limites estabelecidos para coliformes
termotolerantes (OLIVEIRA et al., 2010).

Diversos estudos, cada vez mais vém destacando a presenca do patdgeno
Staphylococcus aureus em queijos quando 0 compara a outros microrganismos de
também de elevada incidéncia em laticinios, tendo em vista isso, o S. aureus, recebe
importante atencdo, uma vez que, é responsavel por numeros elevados de surtos e
casos esporadicos de intoxicagdo alimentar decorrentes de derivados do leite
contaminados por enterotoxina estafilocécica (BUYSER et al., 2001; LECLERC et al.,
2002; CARMO et al., 2002).

1.3.6 Caracterizacdo de Staphylococcus aureus e contaminagcdo em
queijos

O Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, anaerdbia facultativa
de formato esférico, que possui temperatura de desenvolvimento na faixa de 7 a
48,5°C, com temperatura 6tima entre 35 e 37°C. Esta bactéria pode desenvolver-se
em pH de 4,0 a 9,8, sendo o pH 6timo para seu desenvolvimento, entre 6,0 e 7,0
(FRAZIER e WESTHOFF, 2000; LUZ, 2008), possui 0,86 como valor minimo de

atividade de agua (aW), embora ja tenha sido descrito o crescimento desse
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microrganismo em alimentos com 0,83 de aW de agua (WONG e BERGDOLL, 2002;
FRANCO e LANDGRAF, 2005).

A diferenciacéo do S. aureus em relagdo a outras espécies do género ocorre
através da realizacdo do teste de coagulase, no qual a enzima (coagulase) é
produzida por esta bactéria levando a coagulagédo do plasma, (TORTORA, FUNKE e
CASE, 2000; QUINN et al., 2005), segundo Germano e Germano (2011), no ambito da
vigilancia sanitaria de alimentos, o S. aureus representa um dos agentes etiolégicos
gue mais causam toxinfec¢do em individuos através de contaminacdo em alimentos.

O S. aureus esta presente no ar atmosférico, agua, poeira, esgoto,
equipamentos de processamento de alimentos e nos proprios alimentos. Além disso, o
S. aureus pertence a microbiota normal dos animais e seres humanos (pele, cabelo,
vias nasais e garganta, podendo alcancar outras regides da pele e das mucosas, caso
as barreiras naturais (ou seja, pele e mucosas) estejam comprometidas por trauma ou
cirurgia, esta bactéria pode se alojar-se no tecido e provocar uma leséo local
(FORSYTHE, 2002; ROBERT e CHAMBERS, 2005; VELAZQUEZ-MEZA et al, 2005;
SANTOS et al., 2007).

Devido as abrangéncias de habitat, este microrganismo encontra-se de forma
expressiva na natureza. Os portadores de S. aureus (a maior parte, portadores
assintométicos) ao manipularem alimentos podem tornar-se importante fonte de
contaminacéo para os alimentos. Considera-se que de 20% a 60 % da populacdo
humana possa portar o S. aureus, sem possuir nenhum tipo de doengca. Nestas
situacdes, apesar de apresentarem condic6es normais de saude, os portadores dessa
bactéria, oferecem riscos ao entrar em contato com alimentos durante as diversas
fases de preparacdo do alimento, através das maos e secre¢des oro-nasais
(BALABAN; RASOOLY, 2000; GERMANO e GERMANO, 2011; FRANCO e
LANDGRAF, 2005).

Os alimentos comumente associados a intoxicagfes estafilocécicas sado os que
possuem alto teor de umidade e elevado percentual de proteinas, tais como, carnes,
derivados de bovinos, de aves, além de leites e derivados. Particularmente, sua
transmissdao em derivados lacteos ocorre através de leite contaminado, oriundo de
animais com mastite e da falta de boas préaticas de manipulagdo (FORSYTHE, 2002;
GERMANO e GERMANO, 2011; ASSUMPCAO et al., 2003; CAVALCANTE et al.,
2007; SANTANA et al., 2008).

Diante disso, € de suma importancia a realizacao de treinamento (capacitagdo
para adotar medidas adequadas de higiene pessoal, equipamentos, utensilios e
instalagbes) com os manipuladores a fim de, prevenir a contaminagcéo de alimentos
durante as etapas de preparo (GERMANO e GERMANO, 2011).
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Salienta-se que, a intoxicagdo alimentar causada por S. aureus, ocorre através
da ingestdo de enterotoxinas estafilococicas (ES) produzidas e liberadas pela bactéria
durante sua multiplicagdo no alimento (LOIR, BARON e GAUTIER, 2003). As ES séo
proteinas extracelulares de baixo peso molecular, hidrossoliveis e possuem
resisténcia a atividade de enzimas proteoliticas do sistema digestivo, mantendo-se
ativas apoOs a ingestdo, além disso, possui termoestabilidade, podendo resistir a
tratamentos térmicos tais como a pasteurizacao e a ultrapasteurizagdo. O numero de
ES ampliou-se devido a identificagdo de novos genes e, ja foram identificados 18 tipos
distintos, mas com semelhancas na estrutura e sequéncia. As de maior ocorréncia sao
SEA, SEB, SEC,; , 3, SED e SEE, e as 13 demais foram detectadas (SEG, SEH, SEl,
SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER E SEU) com descri¢cdo dos seus
genes (BLAIOTTA et al., 2004; OMOE et al., 2005).

Dentre as Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAs), a intoxicacao
estafilocécica é considerada, a causa mais constante de surtos alimentares em
diversos paises. Tanto o0s surtos alimentares quanto eventuais episodios de
intoxicacdo alimentar tém sido relacionados ao consumo de derivados l4cteos,
predominando em queijos (CARMO et al., 2002; BORGES et al., 2008b). Os surtos de
intoxicacdo alimentar provocados por S. aureus averiguados no Brasil (Tabela 1.2)
foram atribuidos principalmente ao consumo de queijos do tipo Minas frescal, Minas e
coalho contaminados por esta bactéria (CARMO et al., 2002; OMOE et al., 2005;
BORGES et al., 2008b; OLIVEIRA et al., 2010; FONTE, 2012; FREITAS, TRAVASSOS
e MACIEL 2013; SOUSA et al., 2014).

Tabela 1.2- Relacédo de episddios de surto de intoxicacao estafilocécica decorrente do
consumo de queijos no Brasil, no periodo de 1993-2002

Estado Cidade Veiculo de Agente NUumero de
contaminacdo  etioldgico pessoas

envolvidas
Minas Gerais Belo Horizonte Queijo S. aureus 03
Minas Gerais Belo Horizonte Queijo S. aureus 08
Minas Gerais Belo Horizonte Queijo S. aureus 03
Parana Arapongas Queijo colonial 07
Parana Curitiba Queijo S. aureus 03
Parana Curitiba Queijo S. aureus 04
Parana Curitiba Queijo S. aureus 04
Parana Paulo Frontin Queijo S. aureus 05
Rio Grande do Sul Viaméo Queijo S. aureus 04
Rio Grande do Sul Rio Grande Queijo S. aureus 12
Rio Grande do Sul  Caxias do Sul Queijo S. aureus 08
Parana Quedas do Queijo colonial S. aureus 04

Iguacu

Ceara Itapajé Queijo S. aureus 07
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Rio Grande do Sul  Porto Alegre  Queijo colonial S. aureus 03
Ceara Fortaleza Queijo S. aureus 07
Amazonas Autazes Queijo S. aureus 04

Fonte: Adaptado de Borges et al., (2008b).

Estudos realizados com diferentes queijos nacionais (Tabela 1.3) também
evidenciaram o risco potencial desse alimento para a saude do consumidor, visto que,
foram encontradas altas contagens de S. aureus nos produtos analisados (MACHADO
etal., 2011).

Tabela 1.3- Contaminacgéo por Staphylococcus aureus em queijos fabricados no Brasil

Tipos de NUumero de Amostras Média da Referéncias
gueijos amostras positivas contagem
(%) (log UFC/g)
30 97 4,48 Loguercio; Aleixo
(2001)
Minas frescal 80 50 5,86 Almeida; Nader
(2000)
93 7,5 2,85 Carvalho et al.
(2007)
Prato 20 50 4,28 Salvador et al.(2001)
Canastra 10 70 5,93 Borelli et al. (2006)
56 62,5 5,76 Santos et al. (1995)
Coalho 50 NI@ 6,31 Benevides et al.
artesanal (2000)
43 93 5,59 Borges et al. (2003)
11 73 6,48 Feitosa et al. (2003)
219 78 6,37 Machado et al.;
(2011)
Coalho 50 NI 4,46 Benevides et al.
industrial (2000)
127 35 4,09 Machado et al.;
(2011)

(1) NI: Nao Informado.
Fonte: MACHADO et al., (2011).

Dessa maneira a incidéncia de S. aureus em queijos é consideravelmente alta
e tem sido demonstrada por meio de estudos que investigam a qualidade
microbioldgica de produtos lacteos (SENA, 2000; BOARI et al.,2002, LIMA, 2005,
FREITAS, 2005; KOMATSU et al., 2010).

Amostras de queijo de coalho comercializados em Recife-Pernambuco
apresentaram alto indice de contaminacao, pois, das 107 amostras analisadas, 98,1%
encontraram-se contaminadas por Staphylococcus sp., com valor médio de 10° UFC/g

produto, além disso foi realizado o isolamento das 637 cepas. Foram identificadas 377
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cepas das quais aproximadamente 219 eram Staphylococcus aureus (58%)
evidenciando risco potencial deste queijo para a saude do consumidor(SENA, 2000).

Boari et al.,, (2002), analisaram a presenca de cepas de Staphylococcus
coagulase positiva em 18 amostras de queijos maturados de varios tipos
comercializados em Lavras-MG e comprovaram que das 43 colbnias atipicas isoladas
28 (65,1%) eram estafilococos produtores de coagulase e 10 (23,3%) foram
identificadas como Staphylococcus aureus.

Lima (2005), também evidenciou alto nivel de contaminagdo por
Staphylococcus sp., em queijos de coalho artesanal e industrial, comercializados em
diversos pontos de venda no estado do Ceard, o estudo do referido autor constatou
gue de um total de 80 amostras, 98,75% (79 amostras) apresentaram contaminacao
por Staphylococcus sp. com contagens >10* UFC/g e 53,75% por Staphylococcus
coagulase positiva, classificando os queijos avaliados como impréprios para o
consumo humano.

Freitas (2005) pesquisou a presenca de Staphylococcus coagulase positiva,
isolados de queijos minas frescal de algumas regides do Rio de Janeiro e constatou
gue das 30 amostras avaliadas, 12 (40%) revelaram contagens de Staphylococcus
coagulase positiva acima de 5x10° UFC/g, valor preconizado pela legislacéo para este
laticinio.

Kmotasu et al., (2010), averiguaram que das 50 amostras de queijo minas
frescal artesanal comercializados na cidade de Uberlandia-MG, 44 (88%) estavam
acima do recomendado para Staphylococcus coagulase positiva, indicando que estes
gueijos representavam potencial risco a saude do consumidor.

Diante deste contexto, ao longo dos ultimos anos, os produtores de alimentos
tem enfrentado o desafio de cumprir com as normas legais que visam assegurar a
inocuidade alimentar, além de buscarem satisfazer as exigéncias dos consumidores
cuidadosos com a saude e conhecedores dos possiveis impactos danosos de aditivos
guimicos utilizados para a manutencdo e conservacdo de géneros alimentares
(MACHADO, BORGES e BRUNO, 2011).

A fim de, atender a demanda para a manutencdo das caracteristicas
nutricionais e de qualidade microbiolégica do alimento, a procura por conservantes
naturais de aplicacdo em alimentos tem se tornado cada vez maior. Contudo, a
selecdo do antimicrobiano deve ser baseada em uma boa compatibilidade quimica e
sensorial do composto com o alimento alvo, além de possuir eficacia no combate a
microrganismos patogénicos e deteriorantes, garantindo a seguranca e qualidade do
produto alimentar (SETTANNI e CORSETTI, 2008).
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Para a conservagdo, aumento da vida util e seguranca dos alimentos,
compostos de origem animal tem sido estudados para serem utilizados em alimentos,
dentre os compostos naturais, a quitosana, polissacarideo resultante da desacetilacdo
da quitina, vem destacando-se devido as caracteristicas que possui tais como:
abundéancia na natureza, facilidade de obtencao e bioatividade antimicrobiana frente a
diversos microrganismos patogénicos (AZEVEDO et al., 2007; FAI, STAMFORD e
STAMFORD, 2008; ALBUQUERQUE et al., 2009; MACHADO, BORGES e BRUNO,
2011).

1.3.7 Quitosana e acao antimicrobiana

A quitosana é um biopolimero resultante do processo de desacetilagdo da
quitina, esta por sua vez, € considerada o segundo polissacarideo mais abundante na
natureza (Tabela 1.4), depois da celulose, sendo principal componente da constituicdo
do exoesqueleto de crustaceos principalmente, caranguejos, lagosta e camardo e
insetos, esté presente também na formagéo de nematoides e parede celular de fungos
e leveduras (KUBOTA et al., 2000; KUMAR, 2000; SINGLA e CHAWLA, 2001,
MUZZARELLI et al., 2012).

Tabela 1.4- Fontes de quitosana

Animais marinhos Anelidios, moluscos, celenterados, caranguejo, lagosta,
camardo e “Krill”.

Insetos Besouros, formigas, escorpides e aranhas.

Microrganismos Algas verdes, leveduras, esporos, algas Marrons e
fungos.

Fonte: OLIVEIRA, 2004.

A quitosana foi isolada pela primeira vez no final da década de 50, através do
aquecimento da quitina em solu¢do concentrada de Hidroxido de Potdssio (KOH),
resultando na sua desacetilacdo (DAMIAN et al., 2005). Para a obtencéo da quitosana,
a desacetilacdo da quitina pode ocorrer por processos quimicos ou enzimaticos,
contudo, 0os processos enzimaticos ndo sdo aplicados em escala industrial, devido
tanto aos custos altos de extracdo das desacetilases, quanto, a sua baixa
produtividade. J&, os processos quimicos podem ser realizados pela via homogénea,
que ocorre com a utilizacdo de solugBes concentradas de élcali, ou heterogénea,
processo que emprega altas temperaturas e solu¢cdes concentradas de hidroxido de
sédio (NaOH), sendo este o0 método mais extensivamente usado para a obtencdo de
quitosana (CAMPANA e DESIBRIERES, 2000; CAMPANA-FILHO, 2007; CARDOSO,
2008; VEIGA, 2011).
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A eficiéncia da desacetilacdo da quitina é influenciada por alguns fatores tais
como: concentragdo da solugdo alcalina e adi¢cdo de diluente (empregam-se cetona e
alcoois de cadeia curta), temperatura e tempo de reagéo, tamanho das particulas de
quitina, razao quitina/solugdo alcalina, atmosfera da reacdo e presenca de agentes
gue evitem a despolimerizacdo do composto (CAMPANA-FILHO e SIGNINI, 2001). A
quitosana (Figura 1.1) é constituida em sua maior parte por unidades de 2-amino-2-
desoxi-D-glicose unidas através de ligacGes glicosidicas do tipo beta-1,4 (SANTOS,
2004).

Figura 1.1 - Estrutura quimica da quitosana

CH,0H (H,0H

0

NH, NH,

Fonte: SANTOS, 2004.

A quitosana é formada por cadeia linear, catibnica com a protonacdo do
grupamento amino (NHs"). Sua diferenciacdo em relagéo a quitina da-se em termos de
solubilidade e propor¢cdo dos grupos aminos. Quanto a solubilidade, a quitosana é
soluvel em solugdo aquosa diluida por diversos acidos, sendo os mais utilizados, o
acido acético e o acido cloridrico, por outro lado a quitina ndo apresenta solubilidade
nesses meios sendo dissolvida em poucos sistemas solventes. Em relagdo aos
grupamentos amino, a quitosana possui esses grupamentos livres potencializando a
sua capacidade de reagir com diversas moléculas, o que a torna, o biopolimero com
maior disponibilidade de grupos pendentes (VARMA, DESHPANDE e KENNEDY,
2004, MOURA, 2005; AIROLDI, 2008).

Dentre os antimicrobianos naturais, a quitosana tem despertado interesse da
comunidade cientifica, visto que, dispde de propriedades importantes (Tabela 1.5), as

quais permitem o aumento do seu potencial biotecnolégico e aplicagbes no mercado
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industrial (TONHI e PEPLIS, 2002; SYNOWIECKI e AL-KHATEEB, 2003;
THARANATHAN e KITTUR, 2003; CAMPANA-FILHO et al., 2007; SINGH et al., 2008,
D'AYALA et al., 2008; SINGH, VESENTIN e SINGH, 2008; ALBUQUERQUE et al.,
2009; LARANJEIRA e FAVERE, 2009; DASH et al., 2011).

Tabela 1.5- Propriedades da quitosana

Quitosana

Bioatividade;
Biodegradabilidade;
Biocompatibilidade;
Permeabilidade seletiva;
Propriedades Hidrofilicidade;
Versatilidade de preparacdo (géis, filmes, membranas,
microesferas, flocos, nanoparticulas e solu¢des de viscosidade
controlada);
Habilidade de quelagéo;
Baixa toxicidade a seres humanos e animais;
Atividade antimicrobiana.

Dentre as principais atividades da quitosana destaca-se sua capacidade
antimicrobiana o que a diferencia de outros polissacarideos naturais. O mecanismo de
acdo da quitosana frente aos microrganismos ndo estd completamente definido, no
entanto, sabe-se que sua acgéo é influenciada por fatores intrinsecos como grau de
desacetilacao e extrinsecos tais como: nutrientes, substratos quimicos e condi¢des do
meio ambiente (COSTA, SANTOS e FERREIRA, 2006).

Alguns pesquisadores associam a agdo antimicrobiana da quitosana a
formacdo de complexos polieletroliticos, pois, seus grupamentos aminicos protonados
ligam-se de forma seletiva a superficie celular dos microrganismos, carregados
negativamente ocasionando consequentemente a perda de componentes
intracelulares e, por conseguinte inibindo o crescimento microbiano (YADAV E BHISE,
2004, AVADI et al., 2004, TSAl e HWANG, 2004, BAUTISTA-BANOS, HERNANDEZ-
LOPEZ e BOSQUEZ-MOLINA, 2004).

Em contrapartida outros estudos associam 0 mecanismo da atividade
antimicrobiana com: as propriedades fisico-quimicas, concentracdo utilizada e tempo
de exposicdo da quitosana além das caracteristicas da membrana do microrganismo
(LIFENG et al., 2004, COSTA, SANTOS e FERREIRA, 2006).

O mecanismo de atividade da quitosana frente a microrganismos também se
distingue quanto as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Segundo estudos,
guanto maior a massa molecular da quitosana, maior serd sua acgéo frente a Gram-
positivas e quanto menor a massa molecular da quitosana maior sera sua atividade
contra bactérias Gram-negativas. A hipétese proposta para esclarecimento desse

mecanismo, é que, nas gram-positivas, a quitosana de alta massa molecular forma
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peliculas em volta da célula que promovem a inibicdo da absorcdo de nutrientes,
enguanto que a quitosana de baixa massa molecular adentra com maior facilidade em
Gram-negativas, ligando-se ao DNA (evitando a transcricdo e traducao celular), o que
ocasiona o distirbio metabdlico dessas bactérias (HELANDER et al., 2001;
DEVLIEGHERE, VERMEIREN e DEBEVERE, 2004; HARISH e THARANATHAN,
2007). De acordo com Dressler (2008), a nivel comercial, a massa molar da quitosana
varia entre 80.000 e 180.000 g/mol, estando subdividida em quitosana de: baixa
massa molecular (entre 80.000 e cerca de 110.000 g/mol), média massa molecular
(entre 120.000 e 50.000 g/mol) e alta massa molecular (valor superior a 150.000
g/mol).

Embora existam diversas propostas com o intuito de esclarecer acdo da
quitosana frente a microrganismos, este biopolimero tem apresentado acdo satisfatéria
na inibicdo de diversos agentes etioldgicos como: Staphylococcus aureus, Escherichia
coli (LI et al., 2007), Salmonella entérica, Salmonella paratyphi, Pseudomonas
aeruginosa (YADAV e BHISE, 2004), Salmonella typhimurium, Streptococcus faecalis
(CHUNG et al., 2004), Listeria monocytogenes (PORTER et al., 2000; COMA et al.,
2002; CHI, ZIVANOVIC e PENFIELD, 2006), Sacharomyces cerevisiae,
Sacharomyces ludwigii, Zygosaccharomyces baillii, Cryptococcus albidus, Candida sp.,
Rhodotorula sp. (RHOADES e ROLLER, 2000; SAGOO, BOARD e ROLLER, 2002),
Bacillus cereus, Shigella dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Fusarium, Alternaria,
Helminthosporium (COSTA, SANTOS e FERREIRA, 2006).

E importante ressaltar que, outra vantagem conferida ao uso da quitosana de
origem animal é pelo fato deste biopolimero promover o gerenciamento de problemas
resultantes da poluicdo ambiental causadas pelos residuos da indUstria pesqueira uma
vez que, conduzira o aproveitamento eficiente de subprodutos (carapaca de
crustaceo), destinando adequadamente estes residuos alimentares e

consequentemente reduzindo os impactos ao meio ambiente (OLIVEIRA, 2015).

1.3.8 Utilizagdo da quitosana como conservante natural em alimentos
Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e potencial atividade
antimicrobiana, a quitosana tem sido utilizada como agente natural na conservacéao de
alimentos (FAI, 2008). Estudos vém testando a aplicacdo de quitosana com o intuito
de aumentar a conservagdo pos-colheita de frutos e legumes tendo em vista, sua
potencial capacidade de formar revestimentos semipermeaveis. A associacdo das
caracteristicas antimicrobianas e gelificantes da quitosana, a torna ideal para a
producdo de coberturas comestiveis. A quitosana age na alteracdo da atmosfera

interna do fruto, diminuindo as perdas por transpiragdo e minimizando a senescéncia
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(deterioragd@o do alimento). Os revestimentos constituidos de quitosana séo fortes, de
longa duracdo, flexiveis e dificeis de romper proporcionando, ainda, a vantagem de
serem comestiveis (RIBEIRO, 2005; HAN et al., 2005; FAKHOURI et al, 2007).

Os revestimentos a base de quitosana atuam como uma barreira, que impede a
saida de nutrientes e minerais, além disso, também pode atuar como uma barreira a
elementos externos tais como: gases, umidade e 6leos (TANADA-PALMU et al., 2005,
BAUTISTA-BANOS et al., 2006). Cada vez mais, pesquisas demonstram a eficiéncia
de filmes e revestimentos comestiveis a base de quitosana na conservacdo de
alimentos tais como: bacalhau (SHAHIDI et al., 2002), carne de cordeiro (KANATT et
al., 2004), banana (MALMIRI et al., 2011), morango (BAUTISTA-BANOS, 2006,
MAZARO et al.,, 2008; ASSIS, 2009; SCHENATO, 2010) goiaba (SOARES et al.,
2011), alho (BOTREL et al., 2007), péssego douraddo (SANTOS et al., 2008), uvas
(CAMILI et al., 2007), mamé&o papaia (DOTTO et al., 2008), maga (ASSIS e LEONI,
2003; JORGE et al., 2011) e manga (BAUTISTA-BANOS, 2006), Outras aplicacdes da
quitosana visando sua atividade antimicrobiana foram realizadas também em saladas
de vegetais cozidos, suco de frutas e molhos emulsificados e em produtos carneos
(OUATTARA et al., 2000).

A quitosana também tem sido aplicada em derivados lacteos como queijos.
Segundo Altieri e colaboradores (2005), a adicdo de quitosana na producdo de queijo
mucarela mantido sob refrigeragdo, levou a inibicdo de microrganismos patogénicos
do grupo Coliforme e de Pseudomonas spp. Além disso, verificaram que esta
substancia ndo afetou a viabilidade e o crescimento de bactérias acido laticas, pelo
contrério, reportaram uma sutil estimulacdo quanto a sua multiplicagdo, uma vez que,
ndo houve comprometimento da funcdo biotecnolégica que esta classe de
microrganismos possui frente ao laticinio.

Quanto a concentragdo, estudos sugerem que a quitosana concentrada de 0,01
a 1,0 %, tem efeito antimicrobiano, contudo, isto € considerado para a eficiéncia
antimicrobiana demonstrada in vitro. Por outro lado, quando aplicada em alimentos, a
atividade da quitosana contra microrganismos geralmente ndo apresenta 0 mesmo
éxito, devido a natural e elevada reacdo dos radicais catidnicos deste biopolimero que
interagem fortemente com gorduras, proteinas, e outras substéncias anidnicas
presentes nos alimentos (KNOWLES e ROLLER, 2001).

ROBBINS (2002), por sua vez, afirma que concentracdes de quitosana entre 1
e 1,5% em pesquisas in vitro tem obtido éxito na inativagdo completa de S. aureus,
contudo, outras pesquisas indicam que a quitosana em concentracdes menores que
0.005% mostrou-se suficiente para a total inativacdo do S. aureus, demonstrando a

necessidade de mais investigacdes cientificas que melhor elucidem as concentracdes
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eficientes de quitosana contra bactérias patogénicas. Estudo recente demonstrou que
a utilizacdo de quitosana como cobertura em queijo de coalho em concentracfes
variando de 0,5% a 1,5%, demonstrou atividade antimicrobiana frente a bactéria
Gram-positiva, ndo comprometendo as caracteristicas fisico-quimicas e os aspectos
sensoriais do produto (OLIVEIRA, 2015).

Dentro desse contexto, a quitosana pode ser considerada uma boa opcéo de
origem animal a ser utilizada para a conservacado de queijo de coalho, proporcionando
aumento do tempo de vida util, melhora da qualidade microbiolégica, protecdo contra
diversos patdégenos e importante contribuicdo no fortalecimento de sua repercusséo,
pois, este produto lacteo ainda € muitas vezes associado a um produto sem garantia
de inocuidade (ASSIS e SILVA, 2003, DUARTE et al.,, 2005, ALTIERI, 2005,
ANDRADE, 2006, LIMA, 2010, PAGANI et al., 2012; NUNES et al., 2013, ALMEIDA,
PAIVA JUNIOR e GUERRA, 2013).
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EFFECT OF QUITOSAN AS COVERAGE AND INCORPORATED IN COALHO-TYPE
CHEESE UNDER THE FEASIBILITY OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND
QUALITY CONTROL

Dayane de Melo Barros, Erilane de Castro Lima Machado?, Roberta Albuquerque
Bento da Fonte®

2.1 Resumo

O queijo de coalho é um produto lacteo tipico da regido Nordeste e amplamente
consumido pela populacdo, contudo, & ma qualidade da matéria prima associada a
auséncia de padronizagdo no processo de fabricacdo torna este produto lacteo
susceptivel & contaminacdo microbiana principalmente por Staphylococcus aureus.
Objetivou-se com este estudo avaliar a influéncia da quitosana como cobertura e
incorporada em queijo de coalho sob a viabilidade de Staphylococcus aureus e
controle de qualidade. Para isso, foram produzidos queijos de coalho com quitosana
em cobertura e adicionada a massa nas concentragfes 5mg/mL, 10mg/mL e 15mg/mL
e 1mg/g, 2mg/g e 4mg/g, respectivamente. Produtos sem quitosana (C) e com &cido
acético 1% (CA) foram usados como controles. A capacidade de inibicdo bacteriana da
quitosana foi avaliada por meio da comparacdo da contagem de células viaveis de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) em cada tratamento, no decorrer de cinco
intervalos de tempo (0, 4, 8, 12, 16 dias de armazenamento), com a contagem inicial e
amostras controles. O produto sem quitosana (C) foi avaliado quanto ao teor de
umidade e gordura. As andlises sensoriais (teste de aceitacdo, comparacao pareada e
intencdo de compra) e de estabilidade de prateleira (0, 10 e 20 dias de
armazenamento) por meio de andlises microbioldgicas (indicadores de qualidade) e
fisico-quimicas (pH, acidez e atividadade de agua) foram realizadas com as amostras
controles e tratadas com quitosana nas concentragdes antibacterianas mais eficientes.
As andlises de caracterizagdo do consumidor e sensoriais foram realizadas com 100
consumidores. Verificou-se atividade antimicrobiana de quitosana em todos os
tratamentos, porém, as concentragfes mais elevadas de quitosana como cobertura e
adicionada a massa, 15mg/mL e 4mg/g, respectivamente potencializaram a inibicdo do
Staphylococcus aureus. O teor de umidade e gordura atendeu aos padrdes
regulamentares. Quanto a estabilidade de prateleira, as amostras cumpriram com 0S
limites microbiol6gicos regulamentares e apresentaram valores de pH, acidez e
atividade de &gua aceitdveis. No perfil do consumidor, averiguaram-se maiores
frequéncias para consumo de queijo de coalho em duas ou mais vezes por semana,
por hébito, comercializados em supermercados ou mercados, e embalados sem
vacuo. Na aceitacdo sensorial, as notas corresponderam aos conceitos heddnicos
entre gostei ligeiramente e gostei muitissimo, verificando-se melhoria na textura dos
produtos com quitosana incorporada. Valores de aceitabilidade foram maior que
70,00%, exceto no quesito sabor dos produtos com quitosana em cobertura, com
68,30%. O produto com quitosana incorporada a massa apresentou maior preferéncia
(54%). Na intencéo de compra, mais de 50,00% dos provadores afirmaram comprar 0s
produtos com quitosana. Portanto, pode-se inferir que a utilizacdo do biopolimero
quitosana como cobertura e incorporada em queijo de coalho € uma alternativa
favordvel de viabilidade comercial e na conservacdo deste produto lacteo
considerando ainda a aceita¢gdo sensorial e intencdo de compra.
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2.2 Abstract

The coalho-type cheese is a dairy product typical of the Northeast region and widely
consumed by the population, however, due to the poor quality of the raw material
associated with the lack of standardization in the manufacturing process, this dairy
product is susceptible to microbial contamination mainly by Staphylococcus aureus.
The objective of this study was to evaluate the influence of chitosan as a coating and
incorporated in coalho-type cheese under the feasibility of Staphylococcus aureus and
quality control. To that end, coalho-type cheeses with chitosan were added in the
coating, adding 5mg/mL, 10mg/mL and 15mg/mL and 1mg/g, 2mg/g and 4mg/g,
respectively. Products without chitosan (C) and 1% acetic acid (CA) were used as
controls. The ability of bacterial inhibition of chitosan was assessed by comparing the
viable cell count of Staphylococcus aureus (ATCC 6538) in each treatment, over five
time intervals (O, 4, 8, 12, 16 days of storage), with the initial count and control
samples. The product without chitosan (C) was evaluated for moisture and fat content.
Sensory analysis (acceptance test, paired comparison and purchase intention) and
shelf stability (0, 10 and 20 days of storage) through microbiological (quality indicators)
and physico-chemical analyzes (pH, acidity and of water) were carried out with the
control and chitosan treated samples at the most efficient antibacterial concentrations.
The consumer and sensorial characterization analyzes were performed with 100
consumers. Chitosan antimicrobial activity was observed in all treatments, however,
the highest concentrations of chitosan as a cover and added to the mass, 15mg/mL
and 4mg/g, respectively, potentiated the inhibition of Staphylococcus aureus. The
content of moisture and fat met the regulatory standards. Regarding shelf stability, the
samples complied with the regulatory microbiological limits and presented acceptable
pH, acidity and water activity values. In the consumer profile, higher frequencies were
observed for consumption of coalho-type cheese in two or more times per week, per
habit, marketed in supermarkets or markets, and packed without vacuum. In the
sensorial acceptance, the notes corresponded to the hedonic concepts between liked
slightly and liked very much, being verified improvement in the texture of the products
with incorporated chitosan. Acceptability values were higher than 70.00%, except in the
taste aspect of products with chitosan in coverage, with 68.30%. The product with
chitosan incorporated into the mass had a higher preference (54%). In the intention to
buy, more than 50.00% of the tasters affirmed to buy the products with chitosan.
Therefore, it can be inferred that the use of chitosan biopolymer as a coating and
incorporated coalho-type cheese is a favorable alternative of commercial viability and
in the conservation of this dairy product considering also the sensorial acceptance and
purchase intention.

Keywords: Antimicrobial activity, biopolymer, conservation, dairy product, commercial
viability.

2.3 Introdugao
Dentre os derivados lacteos, o queijo recebe importante destaque, por se tratar

de um alimento fonte de proteina, aminoacidos essenciais, vitaminas, calcio e outros

nutrientes de importancia nutricional (OPAS, 2009). No Brasil existe uma vasta
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diversidade de queijos produzidos comumente a partir de leite cru e sem os cuidados
higiénicos necessérios, o0 que torna esse alimento um potencial veiculo de
contaminacéo (OLIVEIRA et al., 2010).

Embora, o queijo de coalho possua relevante importancia econdmica e social
para a populagédo regional, seu processo produtivo, baseia-se majoritariamente na
utilizacdo de matéria-prima desprovida de submissdo a processos mecanicos ou
tratamentos térmicos além de ndo atenderem as normas higiénico-sanitarias
preconizadas pela legislagdo em vigor, 0 que consequentemente, compromete a
qualidade do produto, haja vista, a auséncia de qualquer tratamento que possa
diminuir a quantidade de microrganismos presentes no queijo de coalho (PEIXOTO,
PRACA e GOIS, 2007; FREITAS FILHO et al., 2009; FREITAS, TRAVASSOS e
MACIEL 2013). Entéo, as caracteristicas da matéria-prima utilizada para a fabricacéo
do queijo de coalho, associadas ao processo de fabricacdo inadequado, sdo fatores
gue contribuem para tornd-lo um alimento que ndo confere seguranga microbiolégica e
padrdo de qualidade, podendo causar DVAs (Doencgas Veiculadas por Alimentos) na
populagéo (SILVA et al., 2010; TOZZO, GUIMARAES e CAMARGO., 2015).

Dentre as DVAs, a intoxicagdo estafilococica, causada por Staphylococcus
aureus € a causa mais frequente de surtos alimentares, mais precisamente no Brasil.
Os surtos provocados por esta bactéria tém sido atribuidos principalmente ao
consumo de queijos como o de coalho, justamente pelo fato do processo de
elaboracdo deste derivado lacteo ndo dispor de tecnologia adequada para
aprimoramento da qualidade (CAVALCANTE et al., 2007, BORGES et al., 2008).
Dessa maneira, o desenvolvimento de técnicas inovadoras de controle microbiolégico
para queijos associadas a aplicacdo de Boas Préticas de Fabricacdo (BPFs), podem
promover a manutencdo da qualidade desses produtos processados além de,
aumentar a estabilidade de prateleira (ALTIERI, 2005; BEZERRA, 2008; SANTANA et
al., 2008).

A quitosana, antimicrobiano natural, nos ultimos anos, tem sido empregada em
gueijos de alta umidade, visto que, possui importante acdo bactericida no combate a
diversos microrganismos causadores de doencas (ALTIERI et al., 2005; MEI et al.,
2013). Neste contexto, a utilizacdo de quitosana, pode ser considerada uma opc¢ao
satisfatoria para a biopreservacdo, levando ao aumento da vida atil e melhoria da
seguranca microbiolégica do alimento (MACHADO, BORGES e BRUNO, 2011).
Contudo, a viabilidade da aplicacdo da quitosana em alimentos, requer a avaliacdo
dos parametros fisico-quimicos e sensoriais dos alimentos submetidos a este
conservante natural, a fim, de verificar sua influéncia sob as caracteristicas de

gualidade do produto (BENTO et al., 2011). Em vista disso, o objetivo deste estudo foi



39

avaliar o efeito da quitosana como cobertura e incorporada em queijo de coalho sob a

viabilidade de Staphylococcus aureus e controle de qualidade.

2.4 Material e Métodos

Preparo do queijo de coalho com quitosana
As andlises foram conduzidas nos laboratérios de Técnica e Dietética,

Bromatologia, e Microbiologia dos Alimentos do Centro Académico de Vitéria-
Universidade Federal de Pernambuco CAV/UFPE. O preparo dos géis de quitosana a
serem utilizados no queijo foi realizado através do uso do p6 de quitosana obtido da
empresa Sigma-Aldrich® de médio peso molecular (massa molar = 340.000g/mol),
GD= >75%, extraido da carapaca de crustaceo, sendo preparado por dissolugdo em
acido acético (1%), mantido sob agitacdo moderada em agitador magnético durante 24
h em temperatura ambiente 25°C (+1°C), até a dissolugéo total do p6 e obtencéo do
gel homogéneo, sendo seguida de calibracdo do pH para 5,8, (utilizando NaOH e HCI),
conforme descri¢do de Shigemasa e Minami (1996).

A producdo do queijo de coalho foi realizada de acordo com metodologia de
Nassu, Macedo e Lima (2006), com adaptacdes (Figura 3.1). Foram utilizados leite
bovino integral pasteurizado, padronizado com 3% de gordura (Betania®), coagulante
liquido HA-LA (Cristian Hansen®), Cloreto de calcio e cloreto de sédio (VETEC®).

Figura 2.1- Fluxograma do processamento do queijo de coalho
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Adaptado de Nassu, Macedo e Lima, 2006.

As embalagens de leite foram higienizadas para a retirada de eventuais
sujidades, utilizando solucdo de detergente neutro e alcool a 70%, sendo seguida a
pesagem e aquecimento do leite sob temperatura de 35°C. As amostras com gel de
quitosana como cobertura foram tratadas no terceiro dia de maturacédo, periodo em
gue a massa do queijo apresentava-se firme, ou seja, em condi¢cdes para o corte sem
comprometer a estrutura do produto. J& as amostras com quitosana adicionadas a
massa foram tratadas logo apo6s a salga. Em ambos os tratamentos, 0os queijos de
coalho foram cortados em cubos com cerca de 25¢g de volume e espessura de 1,5a 2
cm de aresta.

Nas amostras o qual foi adicionado quitosana na massa, cada produto recebeu
20 mL do gel de quitosana (m=25g) nas concentracdes finais de 1mg/g, 2mg/g e
4mg/g a 75g de massa de queijo. Para as amostras tratadas com quitosana como
cobertura, os cubos de queijo de coalho, foram individualmente imersos nos géis de
quitosana a 5mg/mL, 10mg/mL e 15mg/mL com auxilio de um suporte metalico. Todas
as amostras foram assepticamente transferidas para recipientes de vidros estéreis

com tampa pléstica, e armazenadas em condicdes de refrigeracédo a 10° C.
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Antibiograma e elaboracdo da suspenséo de células

Para verificar a sensibilidade das cepas, estas foram submetidas a testes de
antibiético padrédo. Discos de papel foram impregnados com antibiéticos (Norfloxacina
e Cloranfenicol) na concentragdo de 5mg/mL e colocados na superficie do Agar
nutriente previamente inoculado com culturas puras das cepas estudadas. As placas
foram incubadas por 24 h a 37°C, e verificou-se os halos de inibicdo correspondentes
a cada cultura (CLSI, 2009). Posteriormente, foram realizados o0s ensaios
antimicrobianos, no qual, a suspensédo da cepa de Staphylococcus aureus ATCC
6538, foi padronizadas de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland,
confirmando-se a contagem de células por espectrofotometria sob densidade Gtica de
610nm.

Viabilidade de Staphylococcus aureus frente a quitosana em queijo de coalho

A viabilidade de inibicdo bacteriana na presenca de quitosana em amostras de
queijo de coalho foi acompanhada comparando-se a contagem de células viaveis
(curva de sobrevivéncia bacteriana) em cada tratamento com a contagem inicial e
amostras controles. Nestes ensaios foi observado o comportamento do
microrganismo, este frente a quitosana adicionada em massa e a cobertura
comestivel de quitosana nas concentra¢des do produto final 1mg/g, 2mg/g e 4mg/g e
5mg/mL, 10mg/mL e 15mg/mL respectivamente.

Amostras de queijo de coalho (25g) contendo quitosana e amostras controle
(sem quitosana ou apenas com &acido acético), foram inoculadas com 2,5 mL da
suspenséao bacteriana de cepa ATCC em teste e mantidas sob refrigeracdo (6 a 8°C).
Nos intervalos de 0, 4, 8, 12 e 16 dias pds-incubacao, o produto foi homogeneizado
com &gua peptonada a 0,1% (25g de amostra para 225ml de agua peptonada) e em
seguida foi diluido seriadamente (1:9 v/v) em agua destilada (10" - 10°) estéril e
aliquotas de 100 pL das diluicdes semeadas em placa de Petri contendo meio seletivo
agar Baird-Parker (BP) enriquecido com emulsdo de gema de ovo e telurito de
potassio a 1%, uniformemente distribuida com algas Drigalski e incubadas a 35°C/
48h. Apos a contagem do numero de células viaveis, os resultados foram expressos
em log de UFC/g (SAGDIC, 2003).
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Andlises fisico-quimicas

O produto controle foi avaliado quanto aos parametros fisico-quimicos para
gueijo de coalho exigido pela legislacdo em vigor, determinando-se o teor de Umidade
(012/IV) e Lipideos (466/1V) de acordo com as normas do Instituto Adolf Lutz (2008).

¢ Umidade

A umidade foi determinada por secagem direta em estufa. Foram pesadas
aliqguotas de 4 g em cadinho previamente secos seguindo para aquecimento em
estufa a 105°C, por 4 horas. Os recipientes foram esfriados em dessecador durante
30 a 60 minutos e pesados em intervalos de 1 hora até peso constante. Os

percentuais de umidade foram calculados conforme a seguinte equagéao:
Equacéo:
100 x N = umidade ou substancias volateis a 105" por cento m/m

P

N = n° de gramas de umidade (perda de massa em g@).

P =n° de gramas da amostra.

e Lipidios totais
A determinacdo de gordura foi realizada mediante utilizacdo de butirdbmetro
para leite. O percentual de lipideos das amostras foi calculado de acordo com a
equacao:

Equacéo:

Vx11, 33 = lipideos por cento m/m

P

V = valor lido na escala do butirbmetro.
11,33 = equivalente em peso de 11mL de leite (a escala do butirdmetro est4 graduada
para 11 mL de leite).

P =n° de gramas da amostra.
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Estabilidade de prateleira

Na avaliacdo da estabilidade de prateleira, as amostras de queijos de coalho
controle sem adi¢cdo de quitosana e sob tratamentos com quitosana como cobertura e
adicionada a massa nas concentracdes que obtiveram maior eficiéncia antimicrobiana
sobre a cepa Staphylococcus aureus (ATCC 6538) foram analisadas quanto aos
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos nos intervalos de tempo 0, 10 e 20 dias
de armazenamento. Para os parametros fisico-quimicos foram determinados: pH
(017/IV), acidez em é&cido latico (463/IV) de acordo com as normas do Instituo Adolfo
Lutz (2008), e atividade de éagua (awW) conforme as descricbes do manual do

equipamento .

e pH
Aliquotas de 10g foram pesadas em béquer e, posteriormente, adicionadas de
100 mL de &gua. A amostra foi homogeneizada até que as particulas ficassem
suspensas de maneira uniforme. Em seguida, o pH foi determinado com o pHmetro
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

e Acidez em acido latico
Pesou-se 10 g da amostra e realizou-se a sua transferéncia para um baldo
volumétrico de 100 mL com alcool a 95%, neutro, deixando-a em contato por 6 horas.
A solucao foi filtrada e tomada uma aliquota para a titulacao, adicionando 5 gotas da
solucao de fenolftaleina, com solucdo de hidréxido de sodio 0,1 M, até que atingisse a
coloragdo rosea. Com os resultados, calculou-se o percentual de acidez (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

e Atividade de agua (aW)
A aW foi medida sob temperatura de + 25°C (+1°C) utilizando o equipamento
AquaLAb, modelo CX-2 Water Activity System, seguindo as instru¢des contidas no

manual do equipamento.

Quanto as analises microbiologicas, estas foram realizadas conforme a RDC
n° 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001a), a qual preconiza as contagens de
coliformes a 45°c, Staphyloccocus coagulase positiva/g, Salmonella sp/25g e Listeria
monocytogenes/25g seguindo a metodologia da Instrucdo Normativa n° 62 (BRASIL,

2003) destinada a andlises microbiolégicas para controle de alimentos. Apos o
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término do periodo de incubacdo e contagens, os resultados foram expressos em
UFC/g.

Andlise microbiolégica de controle de qualidade

As amostras de queijos de coalho utilizadas para a os testes sensoriais controle
sem adicdo de quitosana e sob tratamentos com quitosana como cobertura e
adicionada a massa nas concentracdes que obtiveram maior eficiéncia antimicrobiana
sobre a cepa Staphylococcus aureus (ATCC 6538) foram analisadas, conforme a
RDC n° 12, (BRASIL, 2001a) de acordo com a recomendagédo da Instrucdo Normativa
n° 62 (BRASIL, 2003) para analises microbiolégicas de controle de alimentos. Apds o
término do periodo de incubacdo e contagens, os resultados foram expressos em
UFC/g.

Analise sensorial

As amostras de queijo de coalho controle sem quitosana e sob tratamento com
maior eficiéncia antimicrobiana tanto incorporado a massa quanto como cobertura
comestivel frente ao Staphylococcus aureus foram oferecidas a um painel de 100
provadores ndo treinados (docentes, discentes e técnicos do Centro Académico de
Vitéria- CAV/UFPE), escolhidos conforme disponibilidade e critérios de inclusdo
(gostar de queijo de coalho e ter idade acima de 18 anos). Foram excluidos do painel
pessoas que possuam intolerancia a algum componente da féormula, tenham idade
acima de 60 anos, tabagistas e pessoas com doengcas que comprometam a
funcionalidade do paladar e olfato. Antes do inicio da degustacdo das amostras de
qgueijo de coalho, os provadores responderam a um questionario relacionado ao
consumo de queijo de coalho (Apéndice A).

A andlise sensorial foi realizada em cabines individuais com luz branca
artificial, aplicando-se a ficha sensorial contendo parametros de avaliagdo quanto a
Qualidade global, & cor, ao aroma, a textura e ao sabor. Foram realizados testes de
aceitacdo (Apéndice B) com escala hedbnica estruturada de 9 pontos, onde 9
representa “gostei muitissimo” e 1 “desgostei muitissimo”, teste de comparacao
pareada-preferéncia (Apéndice C) e teste de intencdo de compra (Apéndice D). A
partir dos resultados obtidos foi calculado o indice de Aceitabilidade de acordo com
Teixeira, Menert e Barberta (1987), segundo a férmula: IA (%) = A/BX100

(A=representa nota média na escala hedbnica, obtida pelo produto analisado, B=
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representa a nota maxima na escala hedénica que o produto recebeu). Antes de cada
teste, os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE
(Apéndice E) em concordancia com o projeto de pesquisa submetido e aprovado
(Anexo A e Anexo B) pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco-UFPE (CAAE 56538416.7.0000.5208), em conformidade com a

Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Andlise estatistica e reprodutividade

Os dados do experimento, resultantes das analises em triplicata, foram
avaliados mediante estatistica descritiva (média e desvio padréo) e inferencial (teste
de Duncan) para a determinacgéo de diferencas estatisticas significantes (p<0,05) entre
as amostras controles e os diferentes tratamentos aplicados mediante Andlise de
Variancia (ANOVA).

2.5 Resultados e Discussao

Viabilidade de Staphylococcus aureus frente a quitosana em queijo de coalho

Os resultados das contagens de células viadveis de Staphylococcus aureus
frente a quitosana como cobertura e adicionada a massa de queijo de coalho sob
diferentes concentragbes estdo apresentados na figura 2.2 e 2.3. Salienta-se que as
culturas de S. aureus apresentaram sensibilidade frente aos antibidticos referéncia,
cloranfenicol e Norfloxacina de acordo com os valores recomendados pela CLSI
(2009) com os halos de inibicdo variando entre 20 e 29 mm.

Com base nos resultados, a agdo antimicrobiana da quitosana como cobertura
comestivel em queijo de coalho sob a viabilidade de Staphylococcus aureus em queijo
de coalho, demonstrou-se satisfatéria, considerando a reducdo ou manutencdo da
carga microbiana do produto, na dependéncia da concentracdo usada e do periodo de
exposicao, quando se compara as taxas de crescimento do microrganismo quanto a
contagem inicial neste tratamento e em relacdo aos controles sem quitosana ou

apenas com 4cido acético (Figura 2.2 e Figura 2.3).
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Figura 2.2- Curva de sobrevivéncia de Staphylococcus aureus em queijo de coalho adicionado
de quitosana como cobertura comestivel em diferentes concentracdes e armazenado durante
16 dias sob refrigeracdo
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C: Controle sem adi¢éo de quitosana; CA: Controle com &cido acético; T1: cobertura (5mg/mL
Quitosana); T2: cobertura (10mg/mL Quitosana) e T3: cobertura (15mg/mL Quitosana).

A curva de sobrevivéncia de Staphylococcus aureus em queijo de coalho
adicionado de quitosana como cobertura (Figura 2.2), demonstra que 0s tratamentos
T2 (10mg/mL Quitosana) e T3 (15mg/mL Quitosana) obtiveram resultados proximos
com reducdes logaritmicas microbianas variando de 3,00 a 0,69 e 3,04 a 0,92,
respectivamente em relagdo ao controle sem adicdo de quitosana levando em
consideracgdo todos os intervalos de tempo avaliados (Figura 2.2). O tratamento T3
(15mg/mL Quitosana) revelou resultados mais eficazes no 8° e 16° dias de
armazenamento quando comparado a amostra C (sem adi¢do de quitosana) com
reducdes logaritmicas microbianas de 3,04 e 2,67 respectivamente (Figura 2.2).

Oliveira (2015) constatou resultados semelhantes ao avaliar o comportamento
de Listeria monocytogenes em queijo de coalho, verificando que a amostra com
cobertura de quitosana (médio peso molecular extraida da carapaca de crustaceo na)
com GD entre 75% e 85% na concentracdo de 15mg/mL, apresentou melhor resposta
na inibi¢cao bacteriana, no 16° dia de armazenamento do produto.

Resultados diferentes foram obtidos por El-Diasty et al (2012), os quais
reportaram que a aplicagdo de revestimento de quitosana a 5mg/ml e 10mg/ml no
controle de fungos em queijo Kariesh resultou em diminuicdo nas contagens de
células viaveis (cerca de 1 log UFC/g) em um periodo de armazenamento equivalente
a 21 dias, contudo, vale ressaltar que o estudo realizou um abordagem com outro tipo
de microrganismo.

J& Sanchez-Gonzalez et al., (2011), ao avaliarem a atividade antimicrobiana

de 6leos essenciais de bergamota, liméo e cha verde incorporados em filme quitosana
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a 10mg/mL (GD= 82,7%) durante 12 dias e verificaram o efeito antibactericida do
biopolimero contra Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia
Coli.

Noutro estudo ao avaliar a atividade antimicrobiana da quitosana em
concentragdes diferentes (de 10mg/mL a 60mg/mL, GD=95%) associada a N-halamina
(onde este composto foi fixado sobre a quitosana por uma reagédo de abertura do
anel), Rong et al., (2013), demostraram que as peliculas de quitosana apresentaram
eficacia contra Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia Coli (ATCC 43895),
revelando reducgfes logaritmicas de 7,4 e 7,5 nos tempos de 10 e 5 minutos
respectivamente. MEI et al., (2013) analisaram o efeito de filme constituido por
quitosana (13mg/mL) em queijo da Mongdlia, nos tempos 15 e 30 dias de
armazenamento, confirmando as redugdes de microrganismos mesofilos, autoctones e
fungos, evidenciando a ac&o eficaz da quitosana como antimicrobiano natural em
derivados lacteos.

A curva de sobrevivéncia de Staphylococcus aureus em queijo de coalho
adicionado de quitosana a massa, demonstrou efeito antimicrobiano efetivo do
biopolimero no produto (Figura 2.3). Pode-se verificar que o T3 (4mg/g Quitosana)
apresentou maior efeito frente a S. aureus. O 4° e 12° dias de armazenamento da
amostra T3 foram os intervalos de tempo em que mais houve redugdo da carga
logaritmica microbiana nos valores de 1,70 e 3,22 respectivamente (Figura 2.3). Ao se
comparar o T3 aos demais tratamentos e amostras controle, observou-se que o
comportamento da taxa de crescimento do S. aureus durante todos os dias de

armazenamento, apresentou um crescimento linear do microrganismo (Figura 2.3).

Figura 2.3- Curva de sobrevivéncia de Staphylococcus aureus em queijo de coalho com
guitosana adicionada a massa do produto em diferentes concentracdes e armazenado durante
16 dias sob refrigeracdo
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C: Controle sem adic&o de quitosana; CA: Controle com Acido acético; T1: incorporada
(1mg/g Quitosana); T2: incorporada (2mg/g Quitosana) e T3: incorporada (4mg/g Quitosana).
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Altieri et al (2005), obtiveram resultados similares quanto a atividade
antimicrobiana da quitosana em queijo mucarela, no qual, averiguou-se que o gel de
quitosana 85% desacetilada inibiu a o crescimento de microrganismos patogénicos do
grupo Pseudomonas spp. e coliformes, contudo, foram analisadas contagens
microbianas mais reduzidas no 5° e 3° dia de armazenamento respectivamente.

O presente estudo evidencia que no decorrer dos 16 dias de armazenamento
do produto T3 (4mg/g Quitosana) as amostras mantiveram-se estaveis quanto ao
crescimento do microrganismo (S. aureus ATCC 6538) em relacéo a amostra controle
sem adi¢cdo de quitosana (Figura 2.3). Bento et al., (2009), ao avaliarem a influéncia
da quitosana (desacetilada a 85%, extraida do fungo Mucorrouxxi UCP 064) sob
Listeria monocytogenes, também verificaram, reducdes logaritmicas microbianas
obtidas para 2,5 mg/mL (Concentragdo Inibitéria Minima- CIM) e 5,0 mg/mL
(Concentragdo Bactericida Minima-CBM) em um periodo de 4 e 2 horas
respectivamente, apresentando o mesmo comportamento de inibicdo de células
viaveis ao longo de 96h (4 dias).

Batista et al. (2011), ao avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de quitosana
de médio e alto peso molecular (concentracdes de 5mg/mL a 20mg/mL) frente a
cepas de Staphylococcus aureus 319U multirresistente (isolado de casos de mastite
bovina), Escherichia coli (ATCC 25922) e Lactobacillus casei (ATCC 7469),
verificaram que a quitosana atua na inibicdo de bactéria Gram-positiva (L. casei), no
entanto, no que se refere & S. aureus 319U o efeito do biopolimero ndo foi constatado

por se tratar de um cepa multirresistente.

Andlises fisico-quimicas

Os dados percentuais avaliados quanto ao teor de umidade e gordura do queijo
de coalho (Tabela 2.1) atenderam ao padréo estabelecido pela legislacdo (BRASIL,
2001Db).

Tabela 2.1- Andlise dos pardmetros fisico-quimicos do gqueijo de coalho

Parametros Fisico-quimicos Valores (%) Referéncia (BRASIL, 2001b)
Umidade 54,30+ 0,37 46,0 a 54,9%
Gordura 36,40+ 0,51 35,0% e 60,0%

C: Controle sem adicéo de quitosana.
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Descritos presentes na literatura demonstram que o teor médio de umidade e
gordura para queijo de coalho é bastante variado. Sousa et al., (2014) ao analisarem
a umidade de queijo de coalho de fabricacdo artesanal e industrial sob Inspecéo
estadual e federal, referiram variacées de umidade entre 14,38% e 29,38%. Santos et
al., (2011), determinaram valores de umidade para queijos de coalho elaborados com
leite de cabra com inclusdo de leite de vaca entre 49,07% e 62,33% Amostras de
gueijo de coalho, provenientes do sertdo do estado de Alagoas, apresentaram valores
médios de umidade entre 45,5% e 51,5% (SILVA et al., 2010); Ferreira e Freitas Filho
(2008) ao avaliarem a umidade de queijos de coalho comercializados em Barreiros-
PE, obtivera valores entre 31,11% e 40,62% e Cavalcante et al., (2007), ao avaliarem
queijo de coalho produzido com cultura latica endégena encontraram valores de
umidade de 31,50% a 42,73%.

Quanto, ao teor de gordura em queijo de coalho, Santos et al., (2011)
verificaram valores de 16,83% a 24,00%. J& Silva et al., (2010) obtiveram valores que
variaram de 36,59 a 48,16%. Freitas Filho et al., (2009), relataram valores médios de
18,99% a 31,88% em amostras de queijo de coalho artesanal produzidos no municipio
de Jucati-PE e Cavalcante et al., (2007) reportaram valores percentuais entre 28,00%
e 34,50%.

Andlise de estabilidade de prateleira

Os resultados dos parametros A (pH), B (acidez) e C (atividade de 4gua- aW)
dos queijos de coalho elaborados encontram-se descritos na Tabela 2.2. Nos
intervalos de tempo 0, 10 e 20 dias de armazenamento as amostras de queijo C (sem
adicdo de quitosana), T1 (cobertura a 15mg/mL Quitosana) e T2 (incorporada a 4mg/g
Quitosana) apresentaram valores com diferenga significativa (p<0,05) em relacdo a
amostra CA (Controle com &cido acético). Salienta-se que a amostra CA, obteve
valores de pH entre 4,97 e 5,1. Munck (2004), relata que em pH inferior a 5,7 ocorre o
derretimento do queijo de coalho com deformacéo da sua estrutura na presenca de

calor, o que pode provocar a descaracterizagdo do produto.
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Tabela 2.2- Andlises fisico-quimicas de queijo de coalho adicionado de quitosana na
massa e como cobertura em diferentes concentragdes e armazenado durante 20 dias sob

refrigeracao

A (pH)

Dias C CA T1 T2

0 6,57+0,21Ba 5,00£0,10Aa 6,53+0,06Ba 6,73+0,06Bb
10 6,60£0,15Aa 4,97+0,06Aa 6,50+0,10Ba 6,67+0,20Ba
20 6,23+0,29Bb 5,10+£0,17Aa 6,50+0,10Ba 6,77+0,06Bb
B (Acidez %)

0 0,12+0,02Aa 0,35+0,01Db 0,27+0,01Ca 0,22+0,01Bb
10 0,11+0,01Aa 0,31+0,01Da 0,26+0,01Ba 0,15+0,01Ca
20 0,31+0,03Bb 0,34+0,01Cb 0,30+0,02Bb 0,22+0,02Ab
C (aw)

0 0,96+0,01Ab 0,98+0,01Aa 0,97+0,01Ac 0,96+0,01Ab
10 0,95+0,01Ab 0,96+0,01Aa 0,95+0,01Ab 0,95+0,01Ab
20 0,92+0,01Ba 0,97+0,01Aa 0,93+0,01Ba 0,90+0,01Ba

""*Médias seguidas de letras iguais na horizontal ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo

teste de Duncan. ®**Médias seguidas de letras iguais na vertical nao diferem significativamente
(p>0,05) pelo teste de Duncan. C (Controle sem adic&o de quitosana); CA (Controle com Acido
acético); T1: cobertura (15mg/mL Quitosana) e T2: incorporada (4mg/g Quitosana).

As amostras analisadas possuiram valores semelhantes para todos os
parametros avaliados em relacéo aos descritos na literatura (Tabela 2.2). Em todos os
periodos de armazenamento (0, 10 e 20 dias), a amostra T2 apresentou pH mais
acido que a amostra C (sem adicao de quitosana), isto pode ser esclarecido devido a
presenca de 4cido acético para a dissolu¢do da quitosana e do ajustamento do pH da
guitosana, a fim de alcancar grupamentos amina com elevado grau de protonacao
(HERNANDEZ-MUNOZ et al 2008). Sousa et al., (2014), consideram o pH, um
parametro de importante na determinacao do perfil de queijos, haja vista, seu efeito na
textura, maturacdo e acdo microbiana, uma vez que, as reac¢des quimicas sao

realizadas por enzimas, oriundas coalho ou da microbiata as quais dependem do pH.
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O percentual em &cido latico das amostras B variaram entre 0,11 e 0,35
(Tabela 2.2) para as amostras controle e tratamentos avaliadas com diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05) nos tempos 0 e 10 dias de armazenamento,
este resultados assemelham-se com os da literatura, embora haja valores diversos
para o parametro acidez. Mamede et al., (2010) descreveu valores entre 0,53% a
0,91% de acidez, Vidal (2011) verificou resultados entre 0,08 e 0,59% e Sousa et al.,
(2014) encontraram valores de 0,12 a 1,01% para as amostras de queijo de coalho
analisadas.

Os valores obtidos em C (atividade de agua- aW), variaram entre 0,90 e 0,98
para todas as amostras de queijo analisada, sem diferenca significativa entre as
amostras (p>0,05) nos tempos 0 e 10 dias pds-armazenamento (Tabela 2.2). Outros
estudos corroboram com estes resultados. Sousa et al., 2014 encontrou valores entre
0,89 e 0,96 para queijos de coalho comercializados no Nordeste. Ao avaliar o a aW de
queijo de coalho produzido no estado da Paraiba, Freitas, Travassos e Maciel (2013)
encontraram valores entre 0,97 e 0,98. Pagani et al., (2012) relataram valores de 0,95
a 0,98 em queijo de coalho proveniente de Aracaju-SE.

Quanto ao perfil microbiolégico as amostras de queijo de coalho C (sem adi¢ao
de quitosana), T1 (cobertura a 15mg/mL Quitosana) e T2 (incorporada a 4mg/g
Quitosana) em todos os intervalos de tempo (0, 10 e 20 dias de armazenamento)
cumpriram com os limites preconizados pela legislagdo (BRASIL, 200l1a). As
contagens de Staphylococcus coagulase positiva nas amostras de queijo de coalho
foram <10 UFC/g enquanto que para coliformes termotolerantes obteve-se contagens
<5x102 UFC/g. Ja a presenca de Salmonella ssp. e Listeria monocytogenes néo foi
identificada em 25g de cada produto analisado.

Estudos na literatura demonstram resultados diferentes. Santana e
colaboradores (2008) analisaram 60 amostras de queijos de coalho comercializados
no mercado central em Aracaju-SE a fim de, verificar a ocorréncia de microrganismos
indicadores de contaminacéo, e relataram contaminacdo em 46,7% das amostras por
Staphylococcus coagulase positiva, revelando a inviabilidade do produto para o
consumo humano.

Borges et al., (2008) através do acompanhamento das condi¢cdes de higiene
utilizadas para o processamento de queijo de coalho, observaram contaminacao por S.
aureus em uma linha de producdo de queijo de coalho da regido metropolitana de
Fortaleza-CE. Foram encontradas em 100% (25/25) das amostras de leite cru a
presenca de Staphylococcus coagulase positiva sendo identificada a presencga de
enterotoxina estafilococica em 20% das amostras de leite cru e por consequéncia,

também foi encontrada no leite pasteurizado, na coalhada e no queijo produzido.
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Ao avaliar os aspectos microbiolégicos de queijos de coalho comercializados
em estabelecimentos dos estados de Pernambuco, Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte,
Sergipe e Paraiba, que possuiam ou ndo Selo de Inspecéo Federal (SIF), Souza et al.,
(2014), verificaram que das 104 amostras coletadas 96,15% (100 amostras) estavam
fora dos limites aceitos para Staphylococcus coagulase positiva.

Estes achados cientificos podem ser considerados preocupantes, embora este
grupo de bactérias (Staphylococcus coagulase positiva) produza menor niumero de
enterotoxinas em relacdo ao Staphylococcus aureus, faz-se necessério a investigagdo
guanto a sua ocorréncia em episédios relacionados a intoxicagdo alimentar
(ANDRADE et al., 2011).

Ressalta-se que o elevado nivel de contaminacdo de queijos, especialmente o
gueijo de coalho por agentes patogénicos tem sido atribuido & auséncia de: critérios
de qualidade para a selecéo da matéria-prima, padroniza¢do no processo de producdo
e aplicacdo dos procedimentos de BPFs (BORGES et al., 2008; SILVA et al., 2010;
ANDRADE et al., 2011; SOUZA et al.; 2014).

Andlise microbiolégica de controle de qualidade

As amostras de queijos de coalho C (sem adicdo de quitosana), T1 (cobertura
15mg/mL Quitosana) T2 (incorporada 4mg/g Quitosana) empregadas para os testes
sensoriais apresentaram-se de acordo com os limites microbiol6gicos estabelecidos

pela legislacdo vigente (BRASIL, 2001a).

Tabela 2.3- Andlise microbioldgica de controle de qualidade das amostras de queijo de
coalho utilizadas para os testes sensoriais

Amostras Coliformes Staphyloccocus Salmonella Listeria
45°C coagulase sp/25g monocytogenes
positiva/g /25¢g

C <5x10° UFC/g <10°UFClg Ausente Ausente

T1 <5x10* UFC/g <10*UFClg Ausente Ausente

72 <5x10° UFClg <10° UFClg Ausente Ausente
Referéncia 5x10° UFClg 5x10° UFClg Ausente Ausente
(BRASIL,

2001a)

C: Controle (sem adicdo de quitosana); T1: cobertura (15mg/mL Quitosana); T2: incorporada
(4mg/g Quitosana).

Os resultados colaboram com o estudo de Fai, Stamford e Stamford (2008), as
guais afirmam que a aplicacdo da quitosana como antimicrobiano natural atua de

forma complementar ao processo de conservagcdo dos alimentos, contudo, é de
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primordial importancia que as Boas Préaticas de Fabricacdo (BPFs) estejam integradas
no processo de produgdo dos alimentos a fim de, garantir maior seguranca e
gualidade ao produto final (NASCIMENTO e BARBOSA, 2007; GONCALVES et al.,
2008; BEZERRA, 2008; SILVA JUNIOR, 2008; FREITAS FILHO et al., 2009; ARAUJO
etal., 2011).

Caracterizagéo do perfil do consumidor de queijo de coalho

Participaram da andlise sensorial 100 provadores néo treinados, dispostos da
seguinte forma: 51 do género masculino e 49 do género feminino, com idade entre 18
e 49 anos. Todos os avaliadores afirmaram consumir queijo de coalho e ndo possuir
nenhum tipo de patologia, intoleréncia a lactose ou alergia a qualquer ingrediente da
formula.

Tratando-se da frequéncia, a maioria dos provadores (Figura 2.4) relatou que
consome queijo de coalho duas ou mais vezes por semana (42%) ou pelo menos uma
vez ao dia (17%). De acordo com Vidal (2011), 45,25% (181 individuos) dos
apreciadores de queijo de coalho da cidade de Natal-RN, consomem o laticinio de
uma a trés vezes/ semana e 17,5% (70 individuos) relataram consumi-lo diariamente,

0 que corrobora com este estudo.

Figura 2.4- Frequéncia do consumo de queijo de coalho

Duasoumais Umavezaodia Duasoumais Umavezpor Quinzenalmente
vezes ao dia VeZes por semana  semana

Quando questionados sobre o motivo de consumo (Figura 2.5), 73 provadores
afirmaram consumi-lo por habito, demostrando assim, que o queijo de coalho é um

alimento tipico da regido, o que refor¢ca ser produto habitual e popular da cultura
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nordestina (MENEZES, 2011; ALMEIDA, PAIVA JUNIOR e GUERRA, 2013). As
caracteristicas nutricionais e sensoriais do queijo de coalho possuem expressiva
aceitacdo comercial, fazendo com que este produto lacteo seja consumido nas mais
diversas refeicbes, como no desjejum, lanche, almocgo, jantar ou ceia; pode ser
utilizado em receitas como ingrediente principal ou secundério, agradando aos mais
diversos grupos sociais, econdmicos e étnicos por se tratar de um alimento de uso
bastante versatil (OPAS, 2009; ALMEIDA, PAIVA JUNIOR e GUERRA, 2013).

Figura 2.5- Motivo do consumo de queijo de coalho
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Sobre o ambiente de compra, 66% dos provadores asseguraram que o local
em que mais adquirem queijo de coalho é no supermercado ou mercado (Figura 2.6).
Resultados semelhantes foram encontrados por Vidal (2011) ao realizar uma
entrevista sobre o perfil dos consumidores de queijo de coalho na cidade de Natal-
RN. Dos 400 consumidores, pouco mais de 87,00% (348 individuos) dos
consumidores afirmaram preferir comprar o queijo em supermercados ou mercados,
5,25% (21 individuos) adquirem em feira-livre e 7,75% (31 individuos) relataram
compré-lo de vendedores ambulantes.
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Figura 2.6- Local de aquisi¢cdo do queijo de coalho

Local de aquisicao

66%

21%

13%

Supermercado ou Feira-livre Ambulante (informal)
Mercado

Alguns estudos sugerem as razdes pelas quais os consumidores preferem
adquirir alimentos principalmente em supermercados. Segundo Andrade et al (2013),
ao avaliarem o perfil dos consumidores de alimentos de duas cidades brasileiras
(Campinas-SP e Rio de Janeiro-RJ), reportaram que o supermercado foi o local que
mais transmitia confiabilidade, quanto a seguranc¢a microbiolégica sobretudo no que se
refere aos alimentos pereciveis quando comparado com outros ambientes de
comercializagcdo de produtos alimenticios. Além disso, os clientes de supermercado
optam por este espago, devido a outros fatores tais como: familiridade ao
estabelecimento (0 que torna-os mais habituados e direcionados ao espaco fisico),
diversidade de produtos e precos, agilidade de atendimento e prestatividade dos
funcionarios (RINALDI, MORABITO e TACHIBANA, 2009).

Quanto ao tipo de embalagem de aquisi¢do do laticinio distribuiu-se de forma
proporcional, dos 100 provadores, 35% afirmaram adquirir o queijo de coalho
embalado em plastico de polietileno seguido de 34% em embalagem de PVC e de
31% de embalagem a vacuo (Figura 2.7).
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Figura 2.7- Tipo de embalagem de aquisicdo do queijo de coalho
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Recomenda-se que queijo de coalho seja acondicionado em embalagem
plastica, com etiqueta de identificacdo (data de fabricacdo, data de validade e dados
completos do produtor), seguindo as normas Portaria n°® 371 de 1997 e da RDC n° 259
de 2002 (BRASIL, 1997; BRASIL, 2002; NASSU, MACEDO e LIMA, 2006). De acordo
com Dantas (2012), as embalagens primarias (que ficam em contato direto com o
produto), devem adequar-se as BPFs a fim de, ndo causar risco de contaminacdo do
gueijo evitando consequentemente intoxicagfes alimentares decorrentes de alimentos

comprometidos a nivel microbiologico.

Analise sensorial

De acordo com as notas obtidas no teste de aceitacdo (Tabela 2.4), pode-se
verificar que as trés amostras de queijo de coalho obtiveram éxito, uma vez que, as
médias obtidas, variaram entre 6,83 e 8,14, 0 que representa nos termos heddnicos
“gostei ligeiramente” e “gostei muito”. Além disso, verificou-se que as amostras ndo se
diferenciaram significativamente (p>0,05), exceto para o atributo textura, o qual diferiu
(p>0,05) da amostra C (sem adicdo de quitosana) e T1 (cobertura 15mg/mL
Quitosana) para a amostra T2 (incorporada a 4 mg/g Quitosana).
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Tabela 2.4- Média das notas atribuidas no teste de aceitagdo para queijos de coalho
adicionado de quitosana na massa, como cobertura e sem quitosana

Produtos Cor Odor Sabor Textura Aparéncia
C 7,95+1,30a 7,47+1,27a 7,29+1,52a 7,05+1,78a 7,5+1,66a
T1 7,79%£1,30a 7,25%1,44a 6,83+1,80a 6,93+1,60a 7,1+1,55a
T2 8,14+0,98a 7,65%1,23a 7,67+1,36a 7,73+1,28b 7,82+1,32a

Médias seguidas de letras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de
Duncan. C: Controle (sem adicdo de quitosana); T1: cobertura (15mg/mL Quitosana); T2:
incorporada (4mg/g Quitosana).

Quanto ao parametro cor, as médias obtidas para os queijos compreenderam-
se de 7,79 a 8,14 que representa nos termos heddnicos “Gostei moderadamente” e
“Gostei muito” (Tabela 2.4). Observou-se que todas as amostras nado diferiram
significativamente (p>0,05), contudo o queijo de coalho T2 obteve a maior média na
avaliacdo do atributo cor. Ao oferecer queijo Kariesh tratado com quitosana nas
concentragdes de 5mg/mL e 10mg/mL, El-Diasty e colaboradores (2012), reportaram
resultados semelhantes onde avaliadores sensoriais ndo identificaram diferenca
significativa quanto a cor, entre os queijos com e sem adi¢cdo de quitosana.

O atributo odor das amostras avaliadas obteve notas médias entre 7,25 e 7,65
para este atributo, o que denota em termos heddnicos “Gostei moderadamente”. Os
gueijos analisados revelaram diferenca insignificante (p>0,05), e a amostra T2
apresentou maior pontuacao para este aspecto sensorial. Neste estudo o sabor obteve
a menor média (6,83), dentre todos os atributos avaliados, apenas para o0 queijo
tratado com quitosana (cobertura 15mg/mL), contudo, essa nota nos termos hed6nicos
€ considerada satisfatoria, pois equivale ao conceito “Gostei ligeiramente” (Tabela
2.4). E as demais amostras (C e T2), revelaram médias >7,0. Quanto a textura, as
médias obtidas posicionaram-se nos termos hedoénicos em “Gostei ligeiramente” e
“Gostei moderadamente” com médias de 6,93 e 7,73. Além disso, verificou-se que a
amostra tratada com o antimicrobiano incorporado a massa apresentou maior nota
(7,73) quando comparada aos demais queijos degustados, demonstrando diferenca
significativa (p<0,05).

Garcia et al., (2008), ao avaliarem o odor, sabor e textura de queijos de coalho
comerciais obtidos a partir de leite de bufala, leite cabra e leite de vaca obtiveram nos
conceitos hedénicos notas entre 6,55 e 7,40 (odor), 6,23 e 7,65 (sabor), 7,32 e 7,68

(textura). Para o atributo aparéncia os avaliadores atribuiram a nota 7+1 para todas as
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amostras, o reflete nos termos hedénicos os conceitos “Gostei ligeiramente” e “Gostei
muito”.

Dados semelhantes foram obtidos por Oliveira (2015), que ndo observou
diferencas significantes (p>0,05) entre as amostras de queijo controle (sem adicéo de
guitosana) e tratados com quitosana para todos os atributos sensoriais avaliados (cor,
odor, sabor, textura e aparéncia), porém, o presente estudo evidencia diferenca
significativa (p>0,05) do queijo T1 para as amostras C e T2 no que se refere ao
atributo textura.

Quanto ao Indice de Aceitabilidade (IA) da amostra C (sem adicdo de
quitosana) e tratamentos, T1 (cobertura 15mg/mL Quitosana) e T2 (incorporada 4mg/g
Quitosana) verificaram-se resultados superiores a 70,00% para os diferentes
parametros, exceto no quesito sabor da amostra tratada com quitosana como
cobertura comestivel (Tabela 2.5). De acordo com Dutcosky (1996), indices = 70,00%
de aceitagdo remetem que o produto possui boa repercusséo e é promissor no setor

mercadoldgico.

Tabela 2.5- Aceitabilidade do queijo de coalho adicionado de quitosana na massa, como
cobertura e sem quitosana, por parametro avaliado

Produtos Cor Odor Sabor Textura Aparéncia

C 88,33% 83,00% 81,00% 78,33% 83,33%
T1 86,60% 80,55% 68,30% 77,00% 78,88%
T2 90,44% 85,00% 85,22% 85,88% 86,88%

C: Controle (sem adicéo de quitosana); T1: cobertura (15mg/ml Quitosana); T2: incorporada
(4mg/g Quitosana).

O resultado do teste de comparacédo pareada-preferéncia encontra-se ilustrado
na Figura 2.8. O queijo T2 (incorporada a 4mg/g Quitosana) obteve a maior média
para todos os parametros avaliados e foi considerada pelos provadores a preferida
através do teste de comparacdo pareada-preferéncia (Figura 2.8), obtendo 54% de
preferéncia dentre as amostras avaliadas, demonstrando que a quitosana incorporada
a massa possui um maior potencial, por melhorar as caracteristicas organolépticas do
produto lacteo, mesmo quando comparado com o queijo controle (sem adi¢do de

guitosana).
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Figura 2.8- Teste de comparagédo pareada (preferéncia) dos queijos de coalho adicionado de
guitosana na massa, como cobertura e sem quitosana

mC @T1 mT2

C: Controle (sem adicdo de quitosana); T1: cobertura (15mg/mL Quitosana); T2:
incorporada a massa (4mg/g Quitosana).

Quanto ao teste de intencdo de compra (Figura 2.9), os resultados
evidenciaram que a amostra T2 (incorporada a 4mg/g Quitosana) apresentou maior
aceitabilidade para os termos hedoénicos “Certamente eu compraria”. A amostra C
(sem adicdo de quitosana) alcancou o0 melhor resultado quanto ao termo
“Provavelmente eu compraria” e as amostras T1 (cobertura a 15mg/mL Quitosana) e
T2 obtiveram o mesmo resultado para este conceito. As amostras de queijo de coalho
C e T1 receberam avaliagBes proximas para a resposta “Talvez eu compraria/Talvez

eu n&o compraria”.

Os conceitos heddnicos “Provavelmente eu ndo compraria” e “Certamente eu
nado compraria” foram os que receberam menor atribuicdo pelos provadores. Os
valores obtidos indicaram que as amostras apresentaram boa intencdo de compra com
destaque para o queijo tratado com quitosana a 4mg/g. Oliveira (2015), apresentou
resultados favoraveis quando avaliou a intencdo de compra para queijo de coalho
revestido com cobertura de quitosana em diferentes concentracdes (5mg/mL,
10mg/mL e 15mg/mL). Azerédo et al., (2016), também revelou resultados satisfatérios
quando verificou que amostras de manga ‘Tommy Atkins’ recobertas com fécula de
mandioca a 20mg/mL mais quitosana a 20mg/mL possuiram maior intencéo de compra

guando comparadas com a amostra controle (sem recobrimento).
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Figura 2.9- Teste em unidade percentual de intencdo de compra de queijo de coalho
adicionado de quitosana na massa e como cobertura nas concentracdes que obtiveram
melhores resultados na atividade antibactericida frente a Staphylococcus aureus
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C: Controle (sem adicdo de quitosana); T1: cobertura (15mg/mL Quitosana) e T2:
incorporada a massa (4mg/g Quitosana).

2.6Conclusodes

A eficiéncia antimicrobiana da quitosana usada como cobertura e incorporada
em queijo de coalho em todas as concentracoes usadas neste estudo pode ser
comprovada, sendo que, 0s tratamentos com quitosana nas concentracdes de
15mg/mL (cobertura comestivel) e 4mg/g (incorporada a massa) foram 0s mais
eficientes na inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 no
decorrer de 16 dias de armazenamento do queijo de coalho. Os produtos elaborados
para 0 experimento apresentaram caracteristicas fisico-quimicas de acordo com os
padrdes regulamentares para o queijo de coalho. Durante a estabilidade de prateleira,
0s produtos elaborados apresentaram-se estaveis quanto a aW, acidez e pH; as
amostras avaliadas atenderam aos limites microbiolégicos preconizados pela
legislacdo especifica, demonstrando que a quitosana associada as BPFs pode
assegurar a conservacao e qualidade do alimento. Quanto a aceitagdo sensorial, a
adicdo de quitosana ndo influenciou nos parametros de qualidade exceto, por melhorar
a textura quando incorporada a massa; sobre o indice de aceitabilidade houve
aceitacdo satisfatoria para as amostras com quitosana nos parametros avaliados,
exceto no sabor quando adicionado como cobertura. No teste de intencdo de compra
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as amostras de queijo com quitosana revelaram ter viabilidade mercadologica. Em
vista disso, a aplicacdo de quitosana em queijo de coalho, tanto em cobertura quanto
incorporada, € uma alternativa rentavel e promissora para a conservacao e qualidade

do queijo de coalho.
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CAPITULO 3

DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo revelaram a eficiéncia antibactericida da
quitosana (extraida da carapaca de crustaceos, de médio peso molecular) utilizada
como cobertura e incorporada em queijo de coalho na taxa de reducéo do crescimento
de cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538, visto que, observou-se que a
aplicacdo do antimicrobiano natural ao produto lacteo resultou em menores contagens
bacterianas, demonstrando melhores efeitos os tratamentos com quitosana nas
concentracdes de 15mg/mL como cobertura comestivel e 4mg/g incorporada a massa
guando comparada as demais amostras analisas, no decorrer de 16 dias de
armazenamento.

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, os produtos elaborados para o
experimento apresentaram-se em conforme com os padrdes regulamentares para o
gueijo de coalho.

No decurso da estabilidade de prateleira, os queijos elaborados nas
concentracdes mais eficientes frente a inibicdo de S. aureus, demonstraram-se
estaveis em relacdo ao pH, acidez e aW as amostras analisadas cumpriram com 0s
limites microbioldgicos estabelecidos pela legislagéo especifica.

Sobre o0s aspectos sensoriais, 0s produtos tratados com quitosana como
cobertura e incorporada em massa (em concentracdes determinadas pelo critério
utilizado para a andlise de estabilidade de prateleira), apresentaram boa aceita¢éo nos
termos heddnicos para os atributos avaliados. Acerca da preferéncia e atitude de
compra dos produtos, a amostra com quitosana adicionada a massa na concentracao
de 4mg/g destacou-se dentre os demais produtos.

A utilizacdo de antimicrobianos naturais € uma tecnologia alternativa de
biopreservacdo dos alimentos, que vem recebendo ampla notoriedade, devido a
presenca do mercado consumidor cada vez mais esclarecido e exigente, que busca
por alimentos saudaveis (quanto as propriedades nutricionais e de qualidade), isentos
de conservantes quimicos e de reduzido impacto ao meio ambiente.

Os resultados obtidos a partir desta pesquisa sdo importantes, haja vista, a
seguranca dos alimentos, pois a aplicagdo de quitosana como conservante natural em

gueijo de coalho pode ser utilizada como uma opc¢ao viavel e vantajosa a melhoria da
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gualidade o queijo de coalho, mediante suas propriedades de: conservacao, extensao
de vida de prateleira e segurancga microbiolégica do alimento.

Contudo, fazem-se necessarios estudos complementares que avaliem a
influéncia da adicdo de quitosana como cobertura e adicionada a massa sob as
propriedades sensoriais do queijo de coalho ao longo de um periodo mais abrangente
de armazenamento, a fim de, proporcionar um alimento de maior qualidade,

preservando suas caracteristicas organolépticas.
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APENDICE A

L=
L=
ne-

Universidade Federal de Pernambuco

Centro Académico de Vitéria @ﬂ{!@/

Programa de Pés-Graduacdo em Salde Humana e Meio Ambiente

]

Centro Acspimico e VITORIA

Nome: Idade: Curso:
Periodo
Ocupacéo: Email: Celular/Whatsapp:
Facebook:

QUESTIONARIO PARA ANALISE SENSORIAL DE QUEIJO DE COALHO

1. Vocé é consumidor de QUEIJO DE COALHO?
( )SIM ( )NAO
2. Com qual frequéncia vocé consome QUEIJO DE COALHO?

( )2oumaisvezesaodia ( )lvezdia ( )2 oumaisvezesporsemana ( )
1 Vez semana
() Quinzenalmente ( )1lvezmés

3.  Vocé costuma consumir QUEIJO DE COALHO: (pode marcar mais de uma alternativa)

() Devido aregime/dieta ( ) Para disfarcar a fome

() Para manter a forma () Antes/ap0s exercicio fisico
() Na hora do lanche () Por alguma patologia
() Por habito () Praticidade

() Por ser mais saudavel ( ) Outros

4. Possui alguma patologia, intolerancia a lactose / ou alergia?

( )SIM ( )NAO Sesim, qual?

5.  Vocé costuma adquirir o QUEIJO DE COALHO: (marque apenas uma alternativa por coluna).

() Supermercado () Embalagem de polietileno
() Feira-livre () Embalagem prépria vedada
() Ambulante (informal) () Embalagem prépria a vacuo

Os pesquisadores agradecem a sua colaboracéo!

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO



87

APENDICE B

444 Universidade Federal de Pernambuco o
2 emico de Vitsri A/
w Centro Académico de Vitoria @'&_
=T, Programa de P6s-Graduacdo em Saude Humana e Meio Ambiente Cotires Acactsicn & Virtion
Nome: data: Curso: Periodo:
Email: Celular/Whatsapp:

TESTE DE ACEITACAO

Vocé estd recebendo trés amostras de queijo de coalho, uma padrao e duas elaboradas com
ingrediente em diferentes concentragfes. Por favor avalie as amostras servidas e identifigue o
guanto vocé gostou ou desgostou de cada produto, dando notas de acordo com a escala abaixo.

9. Gostei muitissimo Cdédigo da amostra:
8. Gostei muito COR:

7. Gostei moderadamente ODOR:

6. Gostei ligeiramente SABOR:

5. Na&o gostei/nem desgostei TEXTURA:
4. Desgostei ligeiramente APARENCIA:

3. Desgostei moderadamente

2. Desgostei muito

1. Desgostei muitissimo
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APENDICE C

=
L=
e

=

Universidade Federal de Pernambuco .
Centro Académico de Vitoria @W

CenTrRo ACADEMICO DE VITORIA

Y Programa de Pés-Graduacdo em Salde Humana e Meio Ambiente

data: Curso: Periodo:

Nome:
Email: Celular/Whatsapp:

TESTE DE COMPARACAQO PAREADA (PREFERENCIA)

InstrugBes: Vocé esta recebendo 3 amostras, para serem avaliadas. Deguste com atengdo
cada uma das amostras e escreva o0 cédigo da amostra preferida.

CODIGO DA AMOSTRA PREFERIDA

Observacoes:
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APENDICE D

444 Universidade Federal de Pernambuco ;
=Y . . A V
[W} Centro Académico de Vitoria @@'&,
= Programa de Pés-Graduacdo em Salde Humana e Meio Ambiente Conmno Acsnéuico pe Virdua
Nome: data: Curso: Periodo:
Email: Celular/Whatsapp:

TESTE DE INTENCAO DE COMPRA

Amostra Amostra Amostra

Vocé compraria esses produtos?

1. Certamente eu compraria

2. Provavelmente eu compraria

3. Talvez eu compraria/talvez eu ndo

compraria

4. Provavelmente eu ndo compraria

5. Certamente eu ndo compraria
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APENDICE E

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntéario(a), da pesquisa “Bioatividade de quitosana em
queijo de coalho na inibicdo de Staphylococcus aureus”, no caso de vocé concordar em participar, favor assinar ao
final do documento. Sua participagdo nédo € obrigatéria, e, a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e
retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador (a) ou com a
instituicdo.

Vocé receberd uma coépia deste termo onde consta o telefone e endereco do pesquisador (a) principal,
podendo tirar duvidas do projeto e de sua participacao.

NOME DA PESQUISA: “Bioatividade de quitosana em queijo de coalho nainibi¢cao de Staphylococcus aureus”
PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: Dayane de Melo Barros

ENDERECO: Rua Eugenio Cunha, n® 287, Caja, Vitéria de Santo Antédo-PE. CEP: 55610-210.

TELEFONE: (81) 98765- 8049

CONTATO COM O COMITE DE ETICA EM PESQUISA: Av. da Engenharia s/n, Cidade Universitéaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: 2126 8568/21268500. Email: cepccsaude@ ufpe.br

PESQUISADORES PARTICIPANTES: Erilane de Castro Lima Machado e Roberta de Albuquerque Bento
(Professoras).

ARMAZENAMENTO DE DADOS: Os dados coletados na pesquisa serdo arquivados junto ao pesquisador
responsavel.

OBJETIVOS: Verificar a bioatividade antimicrobiana da quitosana em queijo de coalho frente a Staphylococcus aureus
objetivando fornecer ao mercado novas tecnologias de conservacao do produto. A fim de aumentar sua vida de
prateleira e oferecer ao consumidor um produto seguro e saudavel. Uma vez que a quitosana € um antimicrobiano
natural que néo gera risco a saude.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Os participantes néo treinados receber@o as amostras, e deverdo avaliar o produto
quanto aos atributos sensoriais cor, aroma, sabor, sabor residual, textura e qualidade global, através da ficha sensorial.
Amostras dos produtos elaborados serdo servidas, aos provadores, em cabines individuais iluminadas com luz branca,
a temperatura de 8 °C, em copos descartaveis, aleatoriamente codificados.

RISCOS: Os riscos implicados a pesquisa podem manifesta-se como pequeno desconforto sensorial e/ou em
manifesta¢cdes clinicas relacionadas a intolerancia a lactose, dissacarideo presente na matéria-prima do queijo de
coalho. A quitosana utilizada no produto néo traz riscos e maleficios a saude, porém, “Pessoas alérgicas a peixes e
crustaceos devem evitar o consumo deste produto”.

BENEFICIOS: A quitosana é um produto natural que possui propriedades medicinais para a sadde humana,
trazendo assim beneficios aos seus consumidores. A ANVISA considera a quitosana como um alimento funcional, Isto
é, alimento que produz efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos e/ou efeitos benéficos a satde. A comunidade cientifica e
industria esta proposta de pesquisa busca colaborar com nova tecnologia de conservagéo e estabilidade microbioldgica
do queijo de coalho através da utilizacdo de subprodutos da indlstria pesqueira , com producdo de tecnologias
sustentaveis, contribuindo de forma precisa para o desenvolvimento social, econdémico e ambiental, por reduzir os
danos ambientais causados pelos residuos alimentares.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Os participantes de pesquisa nao arcardo com nenhum gasto
decorrente da sua participagcdo. Além disso, os participantes da pesquisa nao receberdo qualquer espécie de
gratificacé@o devido a participagdo na pesquisa.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Garantimos que somente serdo divulgados dados diretamente relacionados
aos objetivos da pesquisa; e a privacidade dos sujeitos, quanto aos dados pessoais, serdo confidenciais.

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

TERMO DE CONSENTIMENTO DO VOLUNTARIO

Eu, - NOME DO ENTREVISTADO  (A),
- RG/CPF, declaro que li as informagdes contidas nesse documento, fui devidamente
informado (a) pelo pesquisador (a) Dayane de Melo Barros dos procedimentos que serdo utilizados, riscos e
desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos participantes, confidencialidade da pesquisa, concordando ainda em
participar da pesquisa. Foi-me garantido que posso retirar o consentimento a qualquer momento, sem que isso leve a
qualquer penalidade. Declaro ainda que recebi uma cépia desse Termo de Consentimento.

LOCAL E DATA:
NOME E ASSINATURA DO SUJEITO:

(Nome por extenso) (Assinatura)

(Testemunha 1) (Assinatura)

(Testemunha 2) (Assinatura)
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ANEXO A

Comprovante de submiss&o do projeto ao Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco-UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE G Qiacgforme
¥ CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

COMPROVANTE DE ENVIO DO PROJETO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Bioatividade de quitosana em queijo de coalho na inibigdo de Staphylococcus
aureus.

Pesquisador: Dayane de Melo Barros

Versdo: 1

CAAE: 56538416.7.0000.5208

Instituigdo Proponente: Centro Académico de Vitéria de Santo Antdo

DADOS DO COMPROVANTE

Namero do Comprovante: 04052212018

Patrocionador Principal: Financiamento Proprio

Informamos que o projeto Bioatividade de quitosana em queijo de coalho na inibigdo de
Staphylococcus aureus. que tem como pesquisador responsavel Dayane de Melo Barros, foi recebido
para analise ética no CEP Universidade Federal de Pemambuco Centro de Ciéncias da Salde / UFPE-
CCS em 31/05/2016 as 08:46.

Encerego: Av. da Engenharia sin® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Balrro: Cldade Univessitana CEP: 50.740-600

UF: PE Municiplo: RECIFE

Telsfone: (51)2126-8588 E-mall: cepccs@uipe.br



92

ANEXO B

Comprovante de aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade

Federal de Pernambuco-UFPE

Pesquisador

Cadastros

DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

- DADOS DA VERSAO DO PROJETO DE PESQUISA

mrimial n sl

Dayane de Melo Barros - Pesquisador | V3.0

Sua sessio expira em: 28min 12

A

Titulo da Pesguisa: Bioatividade de quitosana em queijo de coalho na iND\@ﬁO e Staphylococcus aureus.

Pesquisador Responsavel: Dayane de Velo Barros

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 36338416.7.0000.5208

Submetido em: 26/03/2016

Instituigao Proponente: Centro Académico de Vitaria de Santo Antdo
Situagao da Versdo do Projeto: Aprovado

Localizagdo atual da Versao do Projeto: Pesquisador Responsavel
Fatrocinador Principal: Financiamento Proprio

i,
{';?'“"‘!4\“'('\

Y

Comprovante de Recep;do: m PB_COMPROVANTE_RECEPCAO 698921



