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RESUMO

Diante da necessidade de um alimento com qualidade sanitaria e nutricional
objetivou-se caracterizar Staphylococcus aureus presente na producdo de queijo de
coalho artesanal, bem como a utilizacdo de produtos naturais (ervas e inulina) na
elaboracdo desse produto. Para tanto foram isoladas colénias de S. aureus presentes no
leite, equipamentos e utensilios utilizados na fabricacédo, etapas do preparo e o produto
final de dois estabelecimentos produtores, totalizando 52 amostras. Foram realizadas a
identificacdo fenotipica das colbnias, a pesquisa de genes codificadores de enterotoxinas,
de resisténcia a antibioticos e a tipagem por agr typing, além do teste de sensibilidade a
antibidticos. Foram elaborados dois queijos de coalho artesanais. Em uma producédo
utilizou-se a substituicdo de cloreto de sddio por ervas nas propor¢des de 30%, 22,2% e
12,5%. Também foi utilizado leite semidesnatado e integral com adi¢do de 8% de inulina
na producdo do segundo produto. Nas amostras dos dois queijos fabricados foram
analisados o crescimento microbiano, a composicao quimica e parametros fisicos durante
10 dias de armazenamento refrigerado e realizada analise sensorial. No processo
produtivo do queijo de coalho observou-se elevada contaminacao (50%) por S. aureus,
assim como presenca de gene produtor de enterotoxina sea (19%) e gene mecA (45,7%).
Os genes dos grupos agr estiveram presentes no processo de producdo do queijo com
maior prevaléncia do agr Il (12,7%). Quanto a resisténcia a antibidticos observou-se
resisténcia mdltipla a penicilina, oxacilina, eritromicina e clindamicina em 79% dos
isolados. Nas formulacdes com ervas foi possivel reduzir as contagens de estafilococos
coagulase positiva (5,64 log UFC/g) até o 5° dia de armazenamento, assim como o teor
de s6dio e melhorar a aceitacdo do queijo com a adicdo de 12,5% de ervas. Em relagdo a
inulina, esta ndo interferiu no crescimento microbiano e manteve a aceitacdo sensorial
equivalente ao queijo de coalho sem inulina. Nos estabelecimentos onde a producédo de
queijo de coalho foi analisada encontraram-se cepas de S. aureus com potencial
enterotoxigénico demonstrando a necessidade de uma fabricagio com melhores
condicBes de higiene. Além disso, a adi¢do de ervas pode ser uma alternativa para
melhorar a qualidade microbioldgica, que aliada a utilizagdo da inulina melhoram a

qualidade nutricional do queijo de coalho.

Palavras-chave: Queijo artesanal. Potencial enterotoxigénico. Sal de ervas. Fibra

dietética.



ABSTRACT

In view of the need for food with sanitary and nutritional quality, the objective
was to characterize Staphylococcus aureus present in the production of artisanal “coalho”
cheese, as well as the use of natural products (herbs and inulin) in the preparation of this
product. For this purpose, colonies of S. aureus present in milk, equipment and utensils
used in the manufacture, stages of preparation and the final product of two producing
establishments were isolated, totaling 52 samples. Colon phenotypic identification, search
for genes encoding enterotoxins, antibiotic resistance and typing by agr typing were
performed, in addition to antibiotic sensitivity testing. Two artisanal “coalho” cheeses
were made. In one production, the substitution of sodium chloride for herbs in the
proportions of 30%, 22.2% and 12.5% was used. Semi-skimmed and whole milk was also
used with the addition of 8% inulin in the production of the second product. In the samples
of the two cheeses manufactured, microbial growth, chemical composition and physical
parameters were analyzed during 10 days of cold storage and sensory analysis was
performed. In the production process of “coalho” cheese, high contamination (50%) by
S. aureus was observed, as well as the presence of a gene producing sea enterotoxin (19%)
and a mecA gene (45.7%). The genes of the agr groups were present in the cheese
production process with a higher prevalence of agr Il (12.7%). Regarding antibiotic
resistance, multiple resistance to penicillin, oxacillin, erythromycin and clindamycin was
observed in 79% of the isolates. In herbal formulations it was possible to reduce the
counts of coagulase positive staphylococci (5.64 log CFU / g) until the 5th day of storage,
as well as the sodium content and improve the acceptance of the cheese with the addition
of 12.5% of herbs. In relation to inulin, it didn’t interfere with microbial growth and
maintained the sensory acceptance equivalent to “coalho” cheese without inulin. In
establishments where the production of “coalho” cheese was analyzed, strains of S.
aureus with enterotoxygenic potential were found, demonstrating the need for
manufacturing with better hygiene conditions. In addition, the addition of herbs can be an
alternative to improve microbiological quality, which combined with the use of inulin

improves the nutritional quality of “‘coalho” cheese.

Keywords: Artisanal cheese. Enterotoxigenic potential. Herbal salt. Dietary fiber.
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1.1 Introducéo

O queijo de coalho € um produto derivado do leite, tradicional da regido Nordeste
do Brasil, sendo caracterizado por uma massa semidura e semicozida, de cor branca
amarelada, elaborado, geralmente, com leite cru. E um laticinio de importancia
socioecondmica, sendo a fonte de renda de muitas familias nordestinas, além de se
traduzir como um elemento de identidade cultural do Nordeste brasileiro (BRUNO et al.,
2017).

Durante a fabricacdo de queijo de coalho, quando néo respeitadas as boas praticas
de fabricacdo, pode haver crescimento microbiano e alteraces em suas caracteristicas
organolépticas, sendo observado crescimento de diversas espécies bacterianas, inclusive
patogénicas, que podem significar riscos a saide do consumidor (SOUSA JUNIOR et al.,
2015). Como forma de eliminar a flora microbiana tem-se a pasteurizacdo do leite,
utilizado como matéria-prima do queijo de coalho, sendo uma etapa indispensavel para
efetiva fabricacdo do queijo, objetivando manter o alimento apto a consumo durante seu
armazenamento (SILVA et al., 2017).

Entre os microrganismos contaminantes do queijo de coalho Staphylococcus
aureus se destaca por ser um dos microrganismos implicados na contaminacdo desse
queijo, representando um risco por sua habilidade de produzir toxinas, quando em
condi¢cdes ambientais adequadas. Estudos tém mostrado a presenca de S. aureus em
amostras de queijo de coalho artesanais, assim como a presenca de genes codificadores
de enterotoxinas, em especial das denominadas ndo classicas, além da deteccdo de
variadas espécies de estafilococos coagulase negativa (ANDRADE et al., 2019). Além da
producdo de toxinas termorresistentes, cepas de S. aureus tém sido apontadas como
resistentes a diversos antibidticos, como penicilina, oxacilina e tetraciclina, podendo
transferir esses genes a outros microrganismos potencialmente patogénicos (ROSA et al.,
2015).

Uma das formas de inibicdo do crescimento microbiano é a adi¢do do cloreto de
sodio ao queijo de coalho durante o processo de producéo, além de ser fundamental para
0 sabor do produto. No entanto, em queijeiras de pequeno porte a quantidade adicionada
ndo apresenta padronizacdo, tornando esse produto uma fonte de sédio importante na
alimentacdo. Diante disso, vé-se necessaria a reducdo do sodio nesse alimento, uma vez

que o consumo excessivo de sadio pode estar relacionado ao desenvolvimento de doengas
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crénicas ndo transmissiveis (LIMA et al., 2017). A adicédo de ervas aos alimentos é vista
como uma alternativa para reducdo no teor de sédio, manutencdo das caracteristicas
sensoriais e aumento da vida de prateleira (BINATTI et al., 2016). A utilizacdo de
compostos extraidos das ervas foi estudada sobre microrganismos como S. aureus e
Bacillus cereus, sendo comprovada a acdo inibitoria de compostos do orégano e sua

viabilidade como um antimicrobiano natural (POMBO et al., 2018).

Ainda no contexto de alimentos saudaveis, h4 uma preocupacdo atual para o
consumo de alimentos com baixo teor de gordura. Variedades de queijos tém sido
estudadas com reducdo de gordura e substituicdo desta por fibras, como a inulina,
alcancado resultados satisfatorios de aceitacdo (NICOLETTI et al., 2016). A inulina é
uma fibra soltvel que por suas propriedades emulsificantes e adogantes proporcionam a
sua utilizacdo como substituta de acUcar e gordura em alimentos, sem incremento
caldrico, sendo uma alternativa na reformulacéo de produtos, tornando-os mais saudaveis
e igualmente aceitaveis (LOPEZ-CASTEJON et al., 2019).

O queijo de coalho é um produto de grande aceitacdo no Rio Grande do Norte,
assim como em varios estados no Nordeste brasileiro, apresentando tendéncia a
comercializacdo em todo territério nacional, principalmente em virtude da utilizacdo do
Selo Arte, entretanto a sua fabricacdo artesanal pode proporcionar condigdes higiénicas
insatisfatdrias. Diante da procura incessante, pela populacao, por produtos mais saudaveis
e seguros, vé-se a importancia de se avaliar o processo tradicional do queijo de coalho e
elaborar novas formulagdes com adicao de ingredientes naturais (ervas e inulina), visando

avaliar a aceitacdo desse produto por seu mercado consumidor.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca do Staphylococcus aureus no processo produtivo do queijo de
coalho, assim como propor novas formulagdes do queijo com menores teores de sédio e

gordura.
1.2.2  Obijetivos especificos
- Identificar e isolar S. aureus na cadeia produtiva do queijo de coalho;

- Identificar os genes codificadores da producdo de enterotoxinas classicas, assim como
dos genes de resisténcia a antibioticos;

- Determinar a presencga dos grupos agr nos isolados;
- Avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados;

- Analisar a qualidade microbioldgica de queijos com substituicdo parcial do cloreto de

sodio por ervas e com substituicdo parcial da gordura por inulina;

- Determinar a composi¢do quimica e os pardmetros fisicos das novas formulagdes de

queijo;

- Avaliar a aceitacdo sensorial das novas formulacdes.
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1.3 Revisdo bibliografica

1.3.1 Definicdo e caracteristicas do queijo de coalho

O queijo de coalho, em sua descricdo mais ampla, pode ser definido como o
produto elaborado através da coagulacao do leite, com uso de coalho ou outras enzimas
coagulantes, sendo ainda permitido o uso de bactérias lacteas selecionadas. E um queijo
de massa cozida ou semicozida, que apresenta cor branco amarelada, odor e sabor &cidos
e levemente salgado. O produto final pode apresentar ou ndo pequenas olhaduras e deve
ser comercializado com o prazo de 10 dias de fabricagdo (BRASIL, 2001). E um produto
tipicamente brasileiro, bastante consumido e apreciado na regido Nordeste do Brasil. Em
pequenas propriedades sua fabricacao é artesanal, sendo uma fonte de renda para muitas
familias nordestinas (SANTOS et al., 2011).

Entre os produtores, destacam-se 0s de pequeno porte que ndo conseguem
comercializar sua producéo de leite para os grandes laticinios. A producéo do queijo de
coalho é mais expressiva nos estados do Rio Grande do Norte, Pernambuco, Ceara e
Paraiba (SILVA et al., 2012). A producdo de alimentos artesanais, como 0 queijo de
coalho, ganhou destaque e possiblidade de comercializa¢do a nivel nacional a partir da
publicacdo do Decreto n°. 9.918, de 18 de julho de 2019, que estabeleceu a utilizacdo do
Selo Arte pelos produtos de origem animal produzidos de forma artesanal, permitindo
que estes sejam reconhecidos e comercializados em todo o territorio nacional (BRASIL,
2019), sendo assim uma forma de comercializacao e disseminacao desse produto regional

para o territorio brasileiro.

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijo de
Coalho, esse produto deve ser elaborado com leite submetido a pasteurizacdo ou
tratamento térmico equivalente, que assegure a inocuidade do produto (BRASIL, 2001).
Entretanto, produzido de forma artesanal na maioria dos estabelecimentos, é geralmente
fabricado com leite cru e sem os devidos cuidados de higiene (MAMEDE et al., 2010;
SOUSA et al.,, 2014). Essa forma de fabricacdo artesanal, utilizando leite cru, foi
regulamentada a partir da Lei 10.230, de 07 de agosto de 2017, que define o queijo
artesanal como aquele produzido com leite integral, fresco e cru, respeitando os métodos
tradicionais, culturais e regionais de fabricacdo. No entanto, para fabricagéo desse queijo,
diversas condicOes de higiene devem ser preconizadas, visando assegurar a qualidade do
produto fabricado (RIO GRANDE DO NORTE, 2017).



23

A pasteurizacdo do leite pode ser definida como o emprego adequado do calor
sobre o produto, que tem a funcdo de eliminar por completo a flora microbiana
patogénica, sem causar modificacdo nas caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas
do leite. Esse processo pode ser realizado de forma répida, quando o leite é aquecido de
72 a 75°C durante 15 a 20 segundos, como também pode ser de forma lenta, onde o leite
é aquecido de 62 a 65°C por 30 minutos (BRASIL, 2017). De acordo com 0 Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade do Leite Pasteurizado em estabelecimentos de
pequeno porte é permitido o uso da pasteurizacao lenta, quando tem-se por objetivo a
producdo de derivados lacteos, como os queijos (BRASIL, 2018). A pasteurizacdo é o
processo mais utilizado para garantir a qualidade e seguranca do leite, através da redugédo
do nimero de microrganismos, tendo como objetivo produzir leite seguro para consumo
humano e com qualidade para a producédo de derivados (MANIK et al., 2004; BRANDT
etal., 2011).

1.3.2 Contaminagdo por Staphylococcus aureus e fatores de viruléncia

Entre 0os microrganismos contaminantes de alimentos, Staphylococcus spp.
apresenta como habitat 0 homem e animais, sendo encontrado na pele, mucosas e
glandulas, sendo assim sua presenca no alimento sugere que a matéria-prima procede de
condic@es precérias de higiene ou que sua manipulacéo foi realizada de forma inadequada
(LIMA; FOGACA, 2019).

Entre os derivados do leite, os queijos, produzidos com leite cru e em condigdes
inadequadas de higiene, apresentam elevada prevaléncia de contaminacdo por S. aureus.
Em estudo realizado com queijo de coalho artesanal produzido no Rio Grande do Norte,
foi possivel observar contagens de Staphylococcus coagulase positiva acima do permitido
em legislacdo (5 x 102> UFC/g) em todas as amostras analisadas, demostrando as

condicdes de higiene impréprias desses produtos (PEREIRA et al., 2017).

Além da presenca e elevadas contagens, para S. aureus deve-se levar em
consideracdo a possibilidade de as cepas serem enterotoxigénicas, uma vez que as toxinas
produzidas sdo as responsaveis pela manifestacdo dos sintomas caracteristicos das
doengas transmitidas por alimentos. Na literatura foram descritos 21 tipos de
enterotoxinas estafilococicas, sendo algumas de maior prevaléncia, denominadas
classicas (sea, seb, sec, sed, see), e as demais denominadas nédo classicas (CRETENET et
al., 2011).
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As enterotoxinas descritas, até 0 momento sdo: sea, seb, sec, sed, see, seg, seh,
sei, sej, selk, sell, selm, seln, selo, selp, ser, ses, set, selu e selv. Todas as enterotoxinas
apresentam atividade superantigénica, enquanto as sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei,
ser, ses e set sdo emeéticas. As enterotoxinas que nao sao eméticas ou nao tiveram essa
atividade verificada sdo denominadas genericamente de “enterotoxina do tipo
estafilococica” (CRETENET et al., 2011).

Estudos realizados com queijo de coalho tém demonstrado a presenca de cepas de
S. aureus portadoras de genes responsaveis pela producao de enterotoxinas e genes de
resisténcia a antibioticos, o que sugere um risco potencial de transmissdo de doenca
alimentar (PEREIRA et al., 2018).

O aumento das doencas transmitidas por alimentos associados a resisténcia
microbiana tem levantado discussdes acerca da tematica, uma vez que limita as opcdes
terapéuticas, sendo um grave problema de saude publica (EVANGELISTA-BARRETO,
2016). Cepas de S. aureus podem carregar genes de resisténcia a antibioticos, incluindo
blaZ, que confere resisténcia a farmacos da classe dos B-lactdmicos ndo estaveis e mecA,
que causa resisténcia a outros farmacos como oxacilina e meticilina. A capacidade de
propagar essa resisténcia a outros microrganismos confere ao S. aureus uma maior

preocupacio quando presente nos alimentos (ARAGAO et al., 2019).

Em amostras como leite cru, queijo e iogurte observou-se S. aureus resistentes a
penicilina, oxacilina, clindamicina, eritromicina, cefoxitina e gentamicina, sugerindo que
0 consumo desses alimentos pode ser um risco de contaminagdo ao consumidor e aponta
a necessidade de tratamento térmico para o leite, a atencdo para o uso indiscriminado de

antimicrobianos nos animais e correta manipulagéo dos produtos (JAMALI et al., 2015).
1.3.3 Sal com ervas

No contexto da alimentacdo saudavel enfatiza-se ndo apenas a qualidade
higiénico-sanitéaria dos alimentos, como também a preocupacdo atual com a ingestdo
adequada e moderada dos nutrientes, entre eles o sédio (NILSON; JAIME; RESENDE,
2012). A reformulacdo dos produtos com reducéo e substituicdo de ingredientes, como
cloreto de sddio, se apresenta como alternativa a elaboracdo de produtos mais aceitos
pelos consumidores mais exigentes (NASCIMENTO et al., 2007). Além da qualidade
microbioldgica a populagéo atual tem se preocupado também com a qualidade sensorial

dos alimentos que chegam a sua mesa, estando mais preocupada com aspectos sensoriais
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como sabor, odor, cor e viscosidade, alem da propria composicao do produto e de suas
caracteristicas nutricionais (VIDAL-MARTINS et al., 2005).

Os produtos lacteos séo responsaveis pela ingestdo de pelo menos 11% do total
de sddio consumido pela populacdo americana, o que demonstra a relevancia do queijo
como uma importante fonte de sodio na alimentacdo (CRUZ et al., 2011). Essa ingestédo
excessiva de sodio na alimentacdo pode ocasionar diversos problemas a satde humana e,
diante disso, os 6rgdos governamentais estdo se empenhando em estabelecer metas de
reducdo do consumo de sal e alternativas para a sua utilizacdo nos alimentos (ISRAR et
al., 2016).

Além do efeito benéfico da reducdo do teor de sddio aos produtos, a substitui¢éo
do cloreto de sodio por especiarias tem sido estudada pelo efeito inibitério desses
ingredientes aos microrganismos. As ervas apresentam, como produtos do seu
metabolismo secundario, substancias capazes de inibir o crescimento microbiano,
apresentando a vantagem de substituir o efeito de aditivos quimicos utilizados para
conservar os alimentos. Consideradas conservantes naturais seguros para 0 consumo
humano, sua adi¢do a alimentos pode favorecer a vida util sem a necessidade de utilizacao
de compostos quimicos (TRAJANO et al., 2009; JUNEJA et al, 2012).

Em produtos lacteos, como 0s queijos, as ervas podem ser adicionadas com a
finalidade de inibir o crescimento de microrganismos, através da acao antimicrobiana dos
compostos fendlicos existentes nas ervas, além de agregar sabor e caracteristicas
sensoriais Unicas (EL-SAYED; YOUSSEF, 2019). Além de apresentarem acdo
antimicrobiana a adicdo de ervas como, como manjericdo, pode proporcionar melhores
caracteristicas nutricionais nos queijos, por tornarem esse alimento um meio de consumo
de compostos antioxidantes e, assim, melhorar o teor nutricional (CAROCHO et al.,
2017).

1.3.4 Caracteristicas e aplica¢Oes da inulina

No contexto nutricional, vem ganhando foco no mercado os alimentos funcionais,
sendo estes os produtos alimentares que contém em sua composi¢cdo componentes
biologicamente ativos que promovem efeitos importantes no organismo (SILVA,;
BERALDO; DEMATEL, 2009). Dessa forma os alimentos funcionais podem ser

definidos como aqueles capazes de apresentar propriedade que resulte na prevencao ou
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na reducdo do risco de desenvolver doencas, além da sua funcdo principal de fornecer
nutrientes (ARIAS-ARANDA; ROMEROSA-MARTINEZ, 2010).

Dentre os alimentos funcionais estudados destacam-se os prebidticos que séo
componentes alimentares com atividade bifidogénica, capazes de estimular a atividade
e/ou o crescimento de algumas bactérias do intestino (FUCHS et al., 2005). Entre os
prebidticos utilizados na industria de alimentos destaca-se a inulina, que é um carboidrato
de reserva presente em milhares de vegetais, sendo utilizada como substituto ao aglcar
ou a gordura, ndo resultando em incremento calérico (TONELI et al., 2008). A adicéo de
inulina a queijos vem sendo avaliada e em variedades de queijo fresco cremoso tem
apresentando boa aceitacao sensorial, além de agregar propriedades funcionais ao produto
(BURITI; CARDARELLI; SAAD, 2008).

A inulina é um ingrediente que apresenta ampla utilizacdo, além de inimeros
beneficios para a salde, dentre eles o aumento da absor¢do de minerais, como calcio,
magnésio e ferro, a promoc¢édo do crescimento da flora do trato digestivo, regulacdo de
hormonios relacionados ao apetite, estimulacdo do sistema imunoldgico, entre outras
diversas acOes. Além disso, pode ser utilizada no preparo de alimentos de baixo teor
calérico para diabéticos, sendo usado como substituto do acgucar, utilizada como
substituto de gordura, como prebidtico e como uma fonte de fibra para enriquecer
alimentos (SHOAIB et al., 2016).

A utilizacdo da inulina como substituto da gordura em produtos lacteos se
apresenta como uma alternativa promissora para elaboracdo de derivados com melhor
teor nutricional. O emprego da inulina como substituto da gordura do leite em um produto
andlogo ao queijo processado resultou em melhores caracteristicas sensoriais
(SOLOWIE] et al., 2015).
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2 CAPITULO II: Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA,
PRODUTOR DE ENTEROTOXINAS ISOLADOS DA PRODUCAO
DO QUEIJO DE COALHO ARTESANAL
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2.1 Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar a presenca de Staphylococcus aureus na producéo
do queijo de coalho artesanal, assim como o perfil fenotipico das cepas, fatores de
viruléncia e perfil de suscetibilidade antimicrobiana. Para tanto, foram coletadas amostras
das etapas de fabricacdo do queijo de coalho em duas queijarias artesanais. Nas 52
amostras coletadas foram isoladas col6nias tipicas de Staphylococcus spp. Foi realizada
a identificacdo fenotipica dos isolados e posteriormente a extracdo de DNA das cepas
para identificacdo das espécies de Staphylococcus spp. além de sequenciamento. Nas
cepas positivas para S. aureus foram pesquisados os genes codificadores para produgéo
de enterotoxinas, 0s genes de resisténcia a antibidticos e a tipagem por agr typing, como
também o teste de sensibilidade a antibidticos pelo método de disco-difusdo. Em 33
(63%) amostras observaram-se contagens de Estafilococos coagulase positiva acima de 5
log UFC. Dos isolados obtidos 50% (105) foram positivos para S. aureus e nestes foi
observado maior presenca do gene produtor da enterotoxina sea (19%), elevada
incidéncia do gene mecA (45,7%) e do grupo agr Il (12,7%). Em relacdo a resisténcia
antimicrobiana das cepas observou-se resisténcia mdltipla a penicilina, oxacilina,
eritromicina e clindamicina em 83 (79%) isolados. Observou-se elevada contaminagéo
durante o processo produtivo do queijo de coalho artesanal com um potencial
enterotoxigénico das cepas isoladas, demonstrando a preocupa¢do com a qualidade do

queijo de coalho artesanal produzido.

Palavras-chave: queijo artesanal; estafilococos coagulase positiva; potencial

enterotoxigénico.
2.2 Introducao

Staplycoccus aureus é um coco gram-positivo frequentemente isolado do leite, de
equipamentos e utensilios, sendo o leite uma das formas de contaminacdo por esse
microrganismo na cadeia de producdo dos derivados lacteos (JOHLER et al., 2018). A
elevada incidéncia desta bactéria, principalmente de cepas enterotoxigénicas, em leite e
produtos derivados é considerada um risco a saude dos consumidores, além de causar
prejuizos econdmicos, em virtude de perdas na producdo e comercializagdo (AHMED et
al., 2019).
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Entre os derivados lacteos, 0s queijos sdo relatados como produtos
frequentemente contaminados por cepas de S. aureus produtores de toxinas e portadoras
de genes de resisténcia a antibioticos, por sua grande manipulacdo na fabricacdo. A
transmissédo de resisténcia a antibidticos por alimentos € um problema de salde global e
pode identificar as condi¢des inadequadas de fabricacéo de queijos (CAN; CELIK, 2012).
Em queijos frescos, como o de coalho, a presenca de gene de resisténcia a antibioticos
em 42,6% de amostras, assim como resisténcia a oxacilina em 7,4%, demonstram o risco

do consumo desse produto e sua condigdo precéaria de fabricacdo (ARAGAO et al., 2019).

Surtos de toxinfeccdes alimentares tém sido relatados, relacionando a ingestéo de
toxinas estafilococicas a partir de leite cru e queijos artesanais (JOHLER et al., 2015). Na
indUstria de processamento de alimentos a preocupacao da presenca de S. aureus € devida
principalmente aos seus fatores de viruléncia (XING et al., 2016). As enterotoxinas
estafilocdcicas podem ser produzidas por até 50% das cepas de S. aureus, dessas toxinas
as denominadas classicas (sea, seb, sec, sed e see) sdo responsaveis por até 95% dos surtos

de intoxicacao alimentar, e as demais toxinas pelos 5% restantes (BABIC et al., 2018).

Outro importante problema na contaminacdo dos alimentos é a incidéncia de
bactérias multirresistentes que tem aumentado expressivamente em todo o mundo, sendo
uma ameaca a salde publica. Esses patdgenos que apresentam resisténcia a multiplas
drogas podem causar sérios danos a saide humana e animal e possuem dificil tratamento.
Entre os patdgenos de relevancia clinica e industrial esta Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) (ETET et al., 2016). Resisténcia de S. aureus isolados de leites
bovinos, caprinos e ovinos a penicilina (PEN), clindamicina (CLI), tetraciclina (TET) e
gentamicina (GEN), além de cepas apresentando resisténcia a um ou mais antibidticos

foram reportados por Obaidat et al. (2018).

Staphylococcus aureus foi o terceiro patdgeno mais comum em casos de surtos de
doencas transmitidas por alimentos no Brasil entre os anos de 2009 e 2018, estando o leite
e os derivados entre os alimentos mais frequentemente envolvidos em surtos alimentares
(ANVISA, 2019). Em queijos artesanais, elaborados com leite cru, a presenca de S.
aureus em contagens acima do permitido, assim como a presen¢a de enterotoxinas,
apontam para o risco potencial a saude publica (FERREIRA et al., 2016). Considerando
toda a problematica envolvida na elaboracdo de queijos artesanais e 0 risco de

contaminacdo nesse produto, o objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia de
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Staphylococcus aureus em toda a linha de producdo do queijo de coalho, assim como
realizar a caracterizacdo molecular dos isolados e determinar o perfil de suscetibilidade

antimicrobiana.

2.3 Material e métodos

2.3.1 Obtencdo das amostras e identificacdo fenotipica dos isolados

Foram realizadas duas coletas em duas queijarias, nos municipios de S&o José do
Seridd e Caicd, no Estado do Rio Grande do Norte, sendo os locais produtores de queijo
de coalho artesanal. Os estabelecimentos eram de pequeno porte e produziam em torno
de 30 Kg/dia de queijo. Durante as visitas foram coletadas amostras provenientes de todas
as etapas de fabricacdo, desde a matéria-prima (leite; duas amostras por local),
equipamentos (tanque e lira; duas amostras de cada por local), utensilios (forma e
embalagem; duas amostras de cada por local), etapas do preparo (massa coagulada,
semicozida e salgada; duas amostras de cada por local), até o produto final (queijo; 10
amostras por local), totalizando 52 amostras.

Para andlise microbioldgica foram pesados, de forma asséptica, 25 g de queijo e
das massas coagulada, dessorada e salgada e 25 ml de leite que foram transferidos para
sacos plasticos estéreis, aos quais foram adicionados 225 ml de agua peptonada
tamponada para homogeneizagdo em “Stomacher” durante 2 minutos, onde obteve-se a
diluicdo 107, a partir da qual foram realizadas as demais diluigdes até 10™. Para os
equipamentos utilizou-se um molde estéril de 10 cm? para delimitar a area e segurando o
molde foi aplicado o swab em movimentos para direita, esquerda, limite superior e
inferior. Apds as coletas os swabs foram acondicionados em tubos contendo 9 ml de agua
peptonada tamponada estéril, sendo essa a diluicdo 10° a partir da qual foram feitas as
demais diluicdes até 10, Apos as diluicbes, as amostras foram submetidas a contagem
de Staphylococcus spp. utilizando a metodologia descrita pela American Public Health
Association (DOWNES; ITO, 2001).

A partir de cada amostra foram isoladas cinco col6nias suspeitas, de cor negra e
com halos, repicadas em BHI (Brain Heart Infusion) &gar inclinado que foram
transportadas ao Laboratorio de Toxinas Bacterianas, na Universidade Estadual de
Campinas, Campinas/S&o Paulo. Nesses isolados foram realizados o teste da catalase,
coloragédo de Gram e teste da coagulase, visando identificar as cepas estafilococos

coagulase positiva e negativa.
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2.3.2 ldentificacdo e caracterizacdo molecular dos isolados

Os isolados de Staphylococcus spp. foram inoculados em caldo BHI e incubados
a 36 + 1°C durante 24 horas. Depois de apresentarem turvacéo no meio liquido os mesmos
foram estriados por esgotamento em placas de Petri contendo agar BHI e incubados a 36
+ 1°C durante 24 horas. Foi coletada uma colonia isolada e adicionada em um microtubo
contendo 1 ml de agua Miliq ultra pura estéril e centrifugado a 12.000 rpm durante 1
minuto. O sobrenadante foi descartado e o pélete foi submetido a metodologia de extragdo
de DNA conforme recomendagdes do fabricante do kit comercial InstaGene (Bio-Rad

Laboratories).

Em todas as cepas foram realizadas amplificacdo do gene nuc para identificar S.
aureus e posteriormente o gene nuchy para S. hyicus, para 0s nao S. aureus. Nas amostras
onde ndo foram detectadas nenhuma das duas espécies foi realizada amplificacdo do gene
sodA, posteriormente o produto de PCR foi purificado e enviado para o sequenciamento
Sanger no Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) com intuito

de identificar a espécie.

Em todas as cepas positivas para S. aureus foi realizada a pesquisa de PCR dos
genes responsaveis pela producdo das seguintes enterotoxinas: sea, seb, sec, sed e see,
0s genes de resisténcia a antibidticos mecA e mecC. Além disso, também foi realizada
tipagem por agr typing, onde foram investigados os quatro grupos agr (I, 11, 111, V). Em

todas as PCR foram incluidos controles positivo e negativo.

Para amplificacdo de todos os genes pesquisados, exceto sodA, foi realizada uma
reacdo de 25 pL contendo: 5 puL de Buffer 5x (Promega), 2 a 4 uL de MgCl; 25mM
(Promega) dependendo do gene, 0,5 pL de dNTP 10 mM (Invitrogen), 1 uL de cada par
de primer Forward e Reverse (Invitrogen ou Sigma dependo do gene), 0,25 pL Taq
Polymerase (Promega), 5 pL de DNA e 0 necessario de agua Milig ultra pura para
completar a reacdo de 25 pL. Para o gene sodA foi necessario uma reacdo de 50 yL para

posterior purificagéo.

As reacOes foram realizadas em termociclador nas seguintes condigdes:
desnaturacdo inicial de 94-95°C/2-5 minutos, ciclos de 30 a 33 (variaram de acordo com

0 primer), desnaturacdo de 94-95°C/30 segundos a 2 minutos, temperatura de anelamento
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conforme as referéncias citadas na tabela 1, extensdo de 72°C/1 minutos; extensdo final
de 72°C/5-10 minutos.

Tabela 1. Genes pesquisados e seus respectivos primers.

Tamanho Anelamento

Gene Oligonucleotideos (5" —3") (bb) C) Referéncia
nuc F. TCGCTTGCTATGATTGTGG 359
R: GCCAATGTTCTACCATAGC 56 (SASAKI et
hy F: CATTATATGATTTGAACGTG 703 al., 2010)
R: GAATCAATATCGTAAAGTTGC
SodA F: CCITAYICITAYGAYGCIYTIGARCC vVariavel 52 (POYART et
R: ARRTARTAIGCRTGYTCCCAIACRTC al., 2001)
sea F: TTGGAAACGGTTAAAACGAA 120
R: GAACCTTCCCATCAAAAACA 54
seb F: TCGCATCAAACTGACAAACG 478
R: GCAGGTACTCTATAAGTGCC (JOHNSON et
sec F: GACATAAAAGCTAGGAATTT 257 53 al., 1991)
R: AAATCGGATTAACATTATCC
sed F: CTAGTTTGGTAATATCTCCT 317
R:TAATGCTATATCTTATAGGG 54
See F: AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 209 (MEHROTRA
R:CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC et al., 2000)
MmecA F: GGGATCATAGCGTCATTATTC 507 57 (CUNY etal.,
R: AACGATTGTGACACGATAGCC 2011)
F: GCTCCTAATGCTAATGCA (GOMEZ-
mecC R: TAAGCAATAATGACTACC 304 51 SA';'OZlgt) al.,
agrl F: GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 440
R: ATGCACATGGTGCACATGC
F:
agrll GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 572
R: ATGCACATGGTGCACATGC 55 (SHOPSIN et
F: al., 2003)
agrlll CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC 406
R: ATGCACATGGTGCACATGC
F: CGATAATGCCGTAATACCCG
agrlv 588

R: ATGCACATGGTGCACATGC

2.3.3 Caracterizagdo fenotipica da resisténcia a antibioticos

O teste de sensibilidade a antibidticos foi realizado pelo método de disco-difuséo

em &gar interpretados conforme a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,

2018), com discos impregnados com penicilina (10 pg), oxacilina (1 pug), cefoxitina (30

ug), gentamicina (10 pg), tobramicina (10 pg), eritromicina (15 pg), tetraciclina (30 pg),

clindamicina (2 pg) e cloranfenicol (30 pg).
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Os isolados foram repicados com o auxilio de uma alca bacterioldgica para
retirada de uma pequena quantidade de biomassa bacteriana da superficie dos tubos de
agar BHI e repicado para tubos contendo caldo BHI, incubado a 36 + 1°C durante 24
horas, depois de apresentarem turvacdo no meio liquido os indculos foram padronizados
de modo a se obter uma suspensdo bacteriana na escala 0,5 de McFarland, o que
corresponde a uma suspensdo bacteriana com aproximadamente 108 UFC/mL. As
suspensdes foram semeadas com auxilio de swabs na superficie das placas de agar
Mueller-Hinton e os discos impregnados com antibioticos foram dispostos sobre o meio,
depois as placas foram incubadas invertidas a 36 + 1°C durante 24 horas, posteriormente
foi medido os halos presentes em torno dos discos e conforme a CLSI as cepas foram
classificadas como sensivel, intermediaria ou resistente.

A tabela 2 mostra a interpretacdo dos diametros em relacdo aos antibidticos

utilizados na pesquisa de resisténcia de S. aureus.

Tabela 2. Padrdes interpretativos do diametro de zona de inibicéo de antibioticos frente a
S. aureus.

Agente Disco Critérios interpretativos zona de didmetro
antimicrobiano contendo (mm)

Sensivel Intermediario Resistente
Penicilina 10 pg >29 - <28
Oxacilina 1pg >22 - <21
Cefoxitina 30 pg >22 - <21
Gentamicina 10 ug >15 13-14 <12
Tobramicina 10 ug >15 13-14 <12
Eritromicina 15 ug >23 14-22 <13
Tetraciclina 30 pg >19 15-18 <14
Clindamicina 2 ug >21 15-20 <14
Cloranfenicol 30 ug >18 13-17 <12

Fonte: (CLSI, 2018)

2.4 Resultados e discussao

Das amostras analisadas as de tanque, lira e forma tiveram contagens de

Estafilococos coagulase positiva inferiores a 5 log UFC/cm?. Entre as amostras de massa
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semicozida, salgada e queijos foram encontradas contagens variando entre 5,28 log
UFC/ga 5,93 log UFC/g e nas amostras de leite foi observada uma contagem média de
6,34 log UFC/ml. Nas amostras de embalagens n&o foi observado crescimento.

Em queijo de coalho admite-se contagem maxima de 3 log UFC/g de Estafilococos
coagulase positiva (BRASIL, 2019). Nas amostras de queijo de coalho analisadas neste
estudo os valores encontrados foram superiores ao limite estabelecido na legislacéo,
assim como em outros estudos realizados com queijo de coalho (PEREIRA et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2019). De acordo com a legislagdo europeia queijos artesanais com
contagens de Estafilococos coagulase positiva superior a 5 log UFC/g devem ser

analisados para a presenca de enterotoxinas (ANDRETTA et al., 2019).

Além da contaminacdo no leite foram observadas contagens de Estafilococos
coagulase positiva acima de 5 log UFC/g nas amostras de massa semicozida e salgada,
indicando a permanéncia do microrganismo na cadeia produtiva do queijo de coalho. Os
queijos fabricados com leite cru, geralmente, apresentam a flora bacteriana da sua
matéria-prima, como o Estafilococos coagulase positiva € um patégeno comum em
rebanhos bovinos as condicdes inadequadas da ordenha e manipulacdo do leite podem

favorecer a permanéncia do microrganismo no queijo (HUMMERJOHANN et al., 2014).

Foram obtidos 208 isolados e destes 188 (90,4%) foram coagulase positivo e 20
(9,6%) coagulase negativo. Dos isolados coagulase positivo 95 foram positivos para
Staphylococcus aureus e dos coagulase negativo 10 foram positivos para S. aureus,
nenhum dos isolados foi positivo para Staphylococcus hyicus. Foram enviados 48
isolados para 0 sequencimanto Sanger e destes 91,6% n&o foram identificadas como
nenhuma espécie conhecida. Dos isolados restantes dois isolados de queijo foram
identificados como Proteus vulgaris, um isolado de lira como Macrococcus caseolyticus
e um isolado de tanque como Enterobacter hormaechei. Nessas amostras ndo foi

realizado estudo de outros genes, visto ndo ser objetivo do trabalho.

Em estudo analisando a presenca dos genes codificadores da enzima coagulase
em isolados de Staphylococcus spp. foi possivel encontrar 8,5% de amostras positivas
para S. aureus em isolados coagulase negativos. Os autores encontraram diferencas entre
0s genes coa das diversas amostras analisadas a partir de variagdes nos seus residuos de
aminoéacidos, demonstrando divergéncias entre a expressao dos genes codificadores da

coagulase em diferentes cepas (CHMAG et al., 2019).
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Das amostras onde foram observadas a presenca de S. aureus houve maior
incidéncia de genes produtores de enterotoxinas sea, seguido por sec e seb, ndo sendo
encontrado os genes codificadores das enterotoxinas sed e see (Tabela 3).

Tabela 3. Genes e perfil de resisténcia a antibioticos identificados em Staphylococcus

aureus isolados da producéo de queijo de coalho.

Genes de
Amostras Genes de resisténcia a agr type (%)
(isolados) enterotoxinas (%)  antibioticos griype (o
(%)
. sea (20%), seb 0 0
Leite (4) (20%) mecA (25%) agr 1V (25%)
Tanque (1) - - -
Massa sea (38%), sec o 0
coagulada (8) (13%) mecA (50%) agr 11 (13%)
. sea (50%), sec o 0
Lira (6) (50%) mecA (50%) agr 11 (33%)
Massa sea (23%) sec (8%)  mecA (62%)  agr | (15%), agr 111 (31%)
semicozida (13) ° ° ° g °)ag °
Mass?ls‘ga)'gada sec (8%) mecA (62%)  agr | (8%), agr 111 (8%)
sea (29%), sec 0 0
Forma (7) (299%) mecA (57%) agr 1V (14%)
. mecA (36%), agr | (8%), agr 1l (6%),
0,
Queijo (53) sea (15%) mecC (8%) agr 111 (9%)

Dos isolados obtidos no presente estudo a maior parte foi coagulase positiva e
50% deles foram identificados como S. aureus. Em variedade de queijo elaborado com
leite cru e maturacdo inferior a 60 dias foram obtidas 69% de amostras com Estafilococos
coagulase positiva e 97% dos isolados foram identificados como S. aureus, 2% como
Staphylococcus intermedius e 1% de Staphylococcus hyicus (ROSEGREN et al., 2010).
Em alimentos as espécies mais importantes, a nivel de satde publica, sdo o S. aureus, S.
hyicus e S. intermedius, e destes S. aureus é um mais implicado em surtos de intoxicagédo
alimentar. As espécies mencionadas sdo produtoras de coagulase e esta é uma das provas
utilizadas para correlacionar a cepa analisada com a producdo de enterotoxinas
(SANTANA et al., 2010).
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No presente estudo o gene produtor de enterotoxina mais prevalente foi o da
enterotoxina sea (19%) e em duas amostras (lira e massa semicozida) foram detectadas a
presenca de mais de um gene produtor de enterotoxina. Além da presenca de genes
produtores de enterotoxinas no queijo, com excec¢do do tanque, identificou-se esses
superantigenos na producao do queijo, estando 0s genes produtores de enterotoxinas sea
e sec presentes em 24,7% dos isolados. As enterotoxinas possuem estrutura compacta que
confere resisténcia a acdo enzimatica e podem resistir a pasteurizacdo, mantendo-se
presentes até o produto final, sendo importante a aplicacdo das boas praticas em todas as
etapas (DIAS et al., 2011).

Em queijo maturado elaborado a partir de leite bovino cru em fazendas da Noruega
Central foram detectados genes produtores de enterotoxinas em 87,5% dos isolados,
sendo a maioria produtor de mais de um gene, onde 0 mais comum foi o sec (MEHLI et
al., 2017). A presenca de S. aureus em produtos finais esta relacionada a diversos fatores
da producdo, em especial a qualidade da matéria-prima utilizada, como o leite cru
contaminado, assim como a manipuladores assintomaticos, que podem contaminar o
produto em qualquer etapa de producdo (CASTRO et al., 2020). A intoxicacdo
estafilococica é uma das causas mais importantes de surtos de doencas transmitidas por
alimentos e ocorre principalmente pela ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas.
Destas, as classicas sdo responsaveis por até 95% dos surtos alimentares causados por S.
aureus (ANDRETTA et al., 2019; BORGES et al., 2015).

Dos genes relacionados a resisténcia a antibidticos observou-se uma incidéncia
elevada (45,7%) do gene mecA, estando o mecC presente em quatro amostras de queijo.
Em relacdo aos isolados que apresentaram 0s genes agr, 0s quatro grupos foram
encontrados na cadeia produtiva do queijo de coalho sendo o grupo agr Il o mais
prevalente (12,7%) nas amostras estudadas. Nas amostras do swab do tanque foi

observado um isolado de S. aureus e este ndo apresentou gene de resisténcia ou viruléncia.

Entre os genes de resisténcia a antibioticos 0 mecA esteve presente em todo o
processo de produgdo do queijo de coalho, iniciando sua deteccdo no leite, nos utensilios
utilizados no processo até o produto final. Analisando leite bovino proveniente da india
também foi possivel confirmar o gene mecA em cepas de S. aureus (MAHANTI et al.,
2020). Através da deteccdo dos genes mecA e mecC se indica a cepa como MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) (QUIJADA et al., 2019). O MRSA a
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principio era isolado de amostras clinicas e ultimamente tem sido isolado de alimentos de
origem animal, principalmente leite e derivados, alertando para sua disseminacéo através
da cadeia produtiva de alimentos (FILIPELLO et al., 2018).

Cepas de S. aureus podem abrigar diferentes genes de viruléncia que codificam
para a producdo de enterotoxinas, de resisténcia a antibioticos e de genes acessorios de
regulacdo (BASANISI et al., 2015). Os genes acessorios de regulacdo possuem quatro
alelos (I, I, Il e 1V) e acredita-se que os grupos | e Il estdo mais envolvidos em
intoxicacOes alimentares mediadas por enterotoxinas, o grupo Il com a sindrome do
choque toxico e o grupo 1V com a producéo de exotoxinas esfoliativas (JARRAUD et al.,
2001; 2002). No presente estudo nas amostras onde foram encontrados o gene agr

também foram identificados genes produtores de enterotoxinas.

Avaliando o perfil fenotipico de resisténcia a antibioticos observou-se que as
cepas analisadas apresentaram resisténcia aos antibidticos penicilina, oxacilina,
eritromicina, clindamicina, cefoxitina e tetraciclina (Tabela 4). Além disso, algumas

amostras apresentaram acgdo intermediaria sobre a gentamicina e tobramicina.

Tabela 4. Perfil fenotipico de resisténcia a antibidticos das cepas de S. aureus isoladas

da producéo de queijo de coalho artesanal.

Isolados Isolados
intermedidrios a resistentes a
antibioticos (%) antibioticos (%)

Amostras Isolados sensiveis
(isolados) a antibioticos (%0)

TET (75%), CLO

(100%), CEF CEF (25%), PEN

Leite (4) (75%), GEN TET (25%) (100%), OXA
(100%), TOB (100%), ERI
(100%) ERI (25%), (75%), CLI (75%)
CLI (25%)
TET (100%), CLO PEN (1(30%), OXA
(100%), CEF (100 o/o), ERI
Tanque (1) (100%), GEN . (100 /o)(; CLI
(100%), TOB (100%)
(100%)

Continua
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Amostras
(isolados)

Isolados sensiveis a
antibidticos (%)

Isolados
intermediarios
a antibioticos

(%)

Isolados
resistentes a
antibioticos (%)

Massa coagulada

(8)

Lira (6)

Massa semicozida
(13)

Massa salgada (13)

Forma (7)

Queijo (53)

TET (75%), CLO
(100%) CEF (75%),
PEN (12,5%), GEN

(87,5%), TOB (100%),

ERI (25%), CLI (25%)

TET (33%%), CLO
(100%), CEF (67%),
OXA (17%), GEN
(100%), TOB (100%),
ERI (33%), CLI (33%)

TET (69%), PEN (2),
OXA (1), CLO (13),
CEF (11), GEN (13),

TOB (13), ERI (4), CLI

4)

TET (61%), CLO (13),
CEF (85%), PEN
(15%), oxa (8%), GEN
(100%), TOB (100%),
ERI (31%), CLI (31%)

TET (86%), CLO
(100%), CEF (100%),
GEN (100%), TOB
(100%), ERI (14%),
CLI (14%)

TET (77%), CLO
(100%), CEF (85%),
PEN (13%), OXA
(15%), GEN (94%),
TOB (96%), ERI
(21%), CLI (21%)

TET (25%), PEN
(87,5%), OXA
(100%), CEF
(25%), ERI
(75%), CLI
(75%)

TET (67%), CEF
(33%), PEN
(100%), OXA
(83%), ERI
(67%), CLI
(67%)

GEN (12,5%)

TET (31%), CEF
(2), PEN (11),
OXA (12), ERI

(9), CLI (9)

TET (31%), CEF
(15%), PEN
(85%), OXA
(92%), ERI
(69%), CLI

(69%)

TET (8%)

PEN (100%),
OXA (100%),
ERI (86%), CLI
(86%)

TET (14%)

TET (9%), CEF
(15%), PEN
(87%), OXA
(85%), ERI
(79%), CLI

(79%)

TET (14%),
GEN (6%),
TOB (4%)

TET = tetraciclina; PEN = penicilina; OXA = oxacilina; CEF = cefoxitina; ERI = eritromicina; CLI =
clindamicina; GEN = gentamicina; CLO = cloranfenicol; TOB = tobramicina.

A resisténcia a antibioticos observada em cepas de S. aureus é vista como

preocupante em termos de salde publica e o uso indiscriminado de antibiéticos no
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tratamento de patologias bovinas, como a mastite, tem sido discutido por questdes
econOdmicas e por favorecer o desenvolvimento da resisténcia nos microrganismos
(KAPELLI et al., 2019). No presente estudo observou-se cepas de S. aureus resistente a
antibioticos em todo o processo de producdo do queijo de coalho com maior prevaléncia
de resisténcia aos antibioticos penicilina, oxacilina, eritromicina e clindamicina, onde

79% dos isolados apresentou resisténcia simultanea a esses quatro antibidticos.

As cepas de S. aureus podem apresentar resisténcia a um ou a varios antibioticos,
0 que representa grave problema de satde publica, principalmente 0 MRSA. Esse tipo de
microrganismo assim como a resisténcia multipla sdo caracteristicas de cepas de origem
humana (SPANU et al., 2012). Na cadeia produtiva de laticinios da Greécia foi encontrada
elevada frequéncia de resisténcia a penicilina, amoxilina e eritromicina e 14,5% dos
isolados foram identificados como MRSA (PAPADOPOULOS et al., 2019).

Em queijos artesanais a utilizacdo de leite cru é justificada pela manutencdo das
caracteristicas organolépticas do produto, no entanto essa matéria-prima se apresenta
como uma fonte inicial de contaminacdo do produto por S. aureus, interferindo na
qualidade final do queijo (FILIPELLO et al., 2018). Na elaboracao de queijos artesanais
0 conhecimento e a preocupagdo com a seguranga alimentar sdo fundamentais, tendo em
vista 0 potencial patogénico do S. aureus e as consequéncias que podem trazer a salde
do consumidor (MEHLI et al., 2017).

2.5 Conclusao

Este estudo demonstrou a elevada contaminagao de queijo de coalho artesanal por
Staphylococcus aureus e o perfil enterotoxigénico desse microrganismo. No processo de
producdo do queijo de coalho, com excecdo da embalagem, foi observada presenca do
Estaficococos coagulase positiva em contagens elevadas, assim como a presenca de genes
produtores de enterotoxinas, genes de resisténcia a antibidticos e genes acessorios de
regulacdo, demonstrando assim as condi¢des precérias de fabricacdo do queijo de coalho
e a necessidade de melhorar a qualidade higiénica do processo produtivo desse tipo de

queijo, visando reduzir o risco de intoxicacdo alimentar por ingestdo desse alimento.
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3 CAPITULO llI: UTILIZACAO DE SAL COM MIX DE ERVAS EM
QUEIJO FRESCO
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3.1 Resumo

A producéo de queijo fresco com diferentes propor¢des de ervas em substituicéo
parcial ao cloreto de sédio foi proposta. Para tanto, foram fabricados trés tipos de queijo
com reducdo de 30% do teor de cloreto de sédio e sua substituicdo por 30% (CH30),
22,2% (CH22,2) e 12,5% (CH12,5) de ervas, além do lote controle (CC), todos em
triplicata. Para todos os tratamentos foram realizadas analises microbioldgicas, fisico-
quimicas e sensorial, durante 10 dias de armazenamento refrigerado. As amostras CH30
apresentaram crescimento de bactérias mesofilas e hal6filas semelhante ao controle, e
proporcionaram reducdo nas contagens de Estafilococos coagulase positiva até o quinto
dia de armazenamento (5,64 log UFC/g). Foi observada uma mudanca de cor
(coordenadas a* e b*) indicando o escurecimento do queijo com a adicdo das ervas,
entretanto, esta alteracdo ndo foi perceptivel aos provadores, além disso uma reducéo
(p<0,05) no teor de sddio foi observada nos queijos com ervas. Para o perfil de textura as
amostras com menor teor de ervas (CH12,5) apresentaram resultados semelhantes ao
controle para elasticidade, mantendo a dureza estavel durante o armazenamento. Na
analise sensorial onde o queijo com adicdo de 12,5% de ervas apresentou a maior
pontuacgéo para sabor (7,21) e aceitagdo global (7,33). A partir dos resultados encontrados
conclui-se que a reducdo do cloreto de sédio em queijo de coalho e sua substitui¢do por
ervas pode ser uma alternativa a elaboracdo de um produto com caracteristicas sensoriais

aceitaveis e reduzido teor de sédio.

Palavras-chave: tecnologia de queijos; sal de ervas; qualidade nutricional; reducdo de

sodio.
3.2 Introducéo

O consumo excessivo de sodio é considerado um problema de saude publica e
pode ocasionar problemas, como doencas cardiovasculares, renais, cancer gastrico e
osteoporose (ISRAR et al., 2016). Entre as patologias associadas a0 consumo excessivo
de sédio a hipertensdo apresenta relagdo com a proporcao dietética de sodio e potéssio

em pessoas que apresentam quadro de sobrepeso (NDANUKO et al., 2017).

Os queijos, assim como as carnes conservadas salgadas, carnes processadas,
bolachas, sanduiches, pizza e paes, fazem parte de um grupo de alimentos que contribuem

com até 25% da ingestdo didria média de sodio pela populacéo brasileira (SOUZA et al.,
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2013). Diante disso, as organiza¢des mundiais de satde publica vém orientando sobre a
importancia da reducéo no consumo do sal. Nessa abordagem um dos objetivos é reduzir
a adicdo nos alimentos, durante sua fabricagdo. Em queijos a questdo principal é como
reduzir o sal sem interferir nas propriedades tecnoldgicas e sensoriais. Estudos tém
buscando alternativas que mantenham ou aumentem o sabor salgado nos queijos, como
substituicdo parcial do sodio por CaClz, KCle MgCl2 (GORE et al., 2019).

Os queijos frescos sdo produtos que podem apresentar uma vida Util reduzida em
virtude do crescimento microbiano resultante da intensa manipulacdo na sua elaboracao.
Esse aspecto levanta a necessidade de utilizacdo de ingredientes que melhorem a
qualidade microbioldgica desses produtos e aumentem a sua vida util (EL GALIOU et
al., 2015). Diante da maior demanda por produtos saudaveis e livres de conservantes
sintéticos pelos consumidores, as ervas e especiarias sdo consideradas alternativas para
conservacdo de alimentos (MARTINEZ-GRACIA et al., 2015).

Consideradas mais saudaveis que 0s conservantes sintéticos, as ervas podem
preservar a qualidade microbiolégica do produto, proporcionar maior atividade
antioxidante e caracteristicas sensoriais desejaveis (SHAN et al., 2011). Em amostras de
queijo “Serra da Estrela” a utilizacao de folhas secas de manjericdo apresentou resultados
satisfatorios para inibicdo de bactérias proteoliticas, ndo sendo observada contaminagdo
no interior do produto em um periodo de seis meses (CAROCHO et al., 2016).

O sal de ervas é uma mistura de sal de cozinha com ervas, como manjericéo,
alecrim e orégano desidratado em proporc¢es iguais, utilizando como alternativa ao uso
apenas do sal, por aumentar o contetdo de antioxidantes, reduzir oxidagdo lipidica e
manter a conservacao do alimento ao qual é adicionado (SANTOS, 2017). A substituicdo
parcial de sal por ervas em queijo de coalho surge como uma possibilidade de
reformulacdo do queijo e essa utilizacdo visa garantir a qualidade e melhorar o seu teor
nutricional. Diante disso, objetivou-se elaborar uma variedade de queijo fresco com
substituicdo parcial do cloreto de sddio por um sal acrescido de ervas (alecrim, manjericdo

e orégano) e analisar a qualidade e aceitacdo dessas formulacdes.
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3.3 Material e métodos
3.3.1 Elaboracéo dos queijos

O queijo fresco utilizado no estudo foi o queijo de coalho, para sua fabricacdo o
leite bovino utilizado foi pasteurizado e analisado quanto ao crescimento de bactérias
mesofilas. Os queijos foram elaborados no Laboratorio de Inspecdo de Alimentos de
Origem Animal da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, utilizando as técnicas

artesanais de fabricagdo e aplicando as boas préaticas de fabricacao.

Para tanto, apds a pasteurizagdo resfriou-se o leite até 35°C e adicionou-se cloreto
de célcio e coagulante (Halamix - Chr. Hansen A/S). Ap6s o periodo de coagulacdo (60
minutos), a coalhada formada foi cortada em cubos grandes e posteriormente em cubos
pequenos, ficando em repouso por alguns minutos. Em seguida, realizou-se a primeira
dessoragem, onde retirou-se parte do soro que foi aquecido para o cozimento da massa.
Posterior ao cozimento procedeu-se a segunda dessoragem, salga (com o cloreto de sédio
e ervas) e prensagem (BRASIL, 2001). Apés a elaboracdo, os queijos foram armazenados

durante dez dias em refrigeracdo (10 a 12°C) para analises posteriores.
3.3.2 Elaboracéo do sal com ervas e adi¢cdo aos queijos

Foram utilizadas trés ervas: alecrim (Rosmarinus officinalis), manjericéo
(Ocimum basilicum) e orégano (Origanum vulgare). As ervas foram obtidas desidratadas,
devidamente embaladas e no prazo de validade, no mercado local. Para preparagédo do sal
com ervas foi utilizado o sal marinho refinado obtido em comércio local, sendo
adicionado de diferentes porcentagens de ervas e homogeneizado em liquidificador,
resultando em um sal com ervas. O sal com ervas foi adicionado na etapa de salga dos
queijos, obtendo-se quatro formulacdes diferentes: CC (queijo sem adigédo de ervas), CH
12,5 (queijo com 12,5% de ervas no sal), CH 22,2 (queijo com 22,2% de ervas no sal) e
CH 30 (queijo com 30% de ervas no sal) (Tabela 1).
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Tabela 1. Ingredientes e quantidades das quatro formulagGes de queijo de coalho

adicionado de ervas.

Ingredientes e

quantidades para Tratamentos
1000g de queijo

CcC CH125 CH 22,2 CH 30
Leite 10L 0L 0L 0L
pasteurizado
Cloreto de célcio 5ml 5ml 5ml 5ml
Coagulante 1g 1g 1lg 1lg
Cloreto de sddio 150 ¢ 1059 105¢ 1059
Mistura das ervas 159 (5gde 30g(10gde 45g (15gde

) cada) cada) cada)

CC = queijo controle; CH 12,5 = queijo com 12,5% de ervas no sal; CH 22,2 = queijo com 22,2% de ervas
no sal; CH 30 = queijo com 30% de ervas no sal

3.3.3 Qualidade microbioldgica durante armazenamento

Foram pesados, de forma asséptica, 25 g de queijo que foram transferidos para
sacos plasticos estéreis, aos quais foram adicionadas 225 ml de &gua peptonada
tamponada para homogeneizagdo em “Stomacher” durante 2 minutos, onde obteve-se a
diluicdo 107, a partir da qual foram realizadas as demais dilui¢des até 10°. Apos as
diluigdes, as amostras foram submetidas a contagem de bactérias aer6bias mesofilas,
bactérias psicrotréficas, bactérias hald6filas, estafilococos coagulase positiva, e detecgdo
de Salmonella sp., utilizando a metodologia descrita pela American Public Health
Association (DOWNES; ITO, 2001). As andlises foram realizadas durante os dias 1, 5 e

10 de armazenamento refrigerado (10 + 2°C).
3.3.4 Caracteristicas fisicas, cor e perfil de textura durante armazenamento

Durante os dias de armazenamento (1, 5 e 10) aferiu-se o pH das amostras
utilizando um medidor de pH/temperatura para alimentos e laticinios HANNA® modelo
HI 99161. A medida foi realizada por introducdo da ponteira em trés pontos distintos de

cada queijo, sendo a ponteira higienizada entre as afericoes.

A anélise de acidez foi realizada através do método de acidez titulavel, onde uma
aliquota da amostra homogeneizada com agua deionizada foi titulada com solucdo de
hidroxido de sédio 0,1N, utilizando como indicador a solucdo alcoolica de fenolftaleina



51

a 1%. O resultado foi dado como porcentagem de &cido latico presente no queijo e a
andlise foi realizada em triplicata (BRASIL, 2018a).

A cor dos queijos foi aferida em trés pontos distintos por amostra, através do
colorimetro Konica Minolta, CM-700d/600d (Sistema CIE L*a*b*), cujo sistema
considera as coordenadas L* luminosidade (preto/branco), a* teor de vermelho

(verde/vermelho) e b* teor de amarelo (azul/amarelo).

O perfil de textura foi avaliado através de teste de dupla compresséo, com peso
constante, utilizando cilindro de aluminio de 25 mm de diametro (P/1SP), em analisador
de textura TA-XT2 (Stable MicroSystems). Os dados foram coletados através do
programa “Exponent Lite Express” — versdo 5.1. Foram analisados os atributos primarios
dureza, coesividade, adesividade, viscosidade e elasticidade e o atributo secundario
gomosidade. Foram empregados os seguintes parametros: amostras de queijo com altura
de 2 cm, didmetro de 2 cm e temperatura de 20 + 1°C. As amostras cilindricas dos queijos

foram comprimidas até 50% de sua altura inicial a uma velocidade de 1mm/s.
3.3.5 Composicdo dos queijos

Apbs a elaboracgdo, de forma pontual, avaliaram-se alguns dos constituintes dos
queijos, relacionados a sua qualidade. As amostras foram analisadas quanto ao teor de
umidade, utilizando o método de secagem em estufa a 102°C até obtencdo de massa
constante. A porcentagem de gordura foi analisada através do método de Gerber, onde o
ataque da matéria organica pelo acido sulfurico permite a liberacdo da gordura que €
carreada pelo alcool amilico, durante centrifugacdo, permitindo a leitura da porcentagem
de gordura presente na amostra diretamente no butirdbmetro. Com este resultado calculou-
se 0 conteldo de lipidios nos sélidos totais. O teor de cinzas foi determinado por
incineracdo da amostra em mufla a 550°C, obtendo como resultado o teor de matéria
inorganica do alimento. As cinzas brancas foram usadas para avaliar o teor de cloretos.
Este foi analisado pelo método argentomeétrico que se baseia na reacéo do nitrato de prata
com os cloretos, em presenca do indicador cromato de potassio. Ao final da reagéo
obteve-se a porcentagem de cloreto de sddio presente nos queijos. Todas as anélises foram
realizadas em triplicata e seguindo as determinacdes para analise de queijos do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2018a).
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Para anélise do teor de sodio foram pesados aproximadamente 4g de amostra em
cadinhos de porcelana e estas foram carbonizadas e incineradas em forno mufla a 525°C
e em seguida, esfriadas. As cinzas obtidas foram solubilizadas em &cido nitrico e filtradas.
O filtrado obtido foi adicionado de agua deionizada até o volume de 100 mL e lido
diretamente em fotdbmetro de chama. O ensaio foi realizado em triplicata, sendo o

resultado expresso como a média das amostras em mg.100 g (BRASIL, 2014).
3.3.6  Anélise sensorial

A andlise sensorial foi realizada em cabines individuais, com iluminacdo e
ventilacdo apropriadas, sem ruidos. As amostras foram servidas em porg¢des de 25¢g cada,
em formato retangular semelhante, em pratos descartaveis brancos, codificadas com
nameros de trés digitos de forma aleatdria. Foram servidas em temperatura ambiente,
acompanhadas de biscoito agua e sal e &gua mineral para remocéao do sabor residual. O
teste realizado foi o teste de aceitagdo, onde avaliaram-se os atributos de cor, aroma, sabor
e textura, além de analise de intencdo de compra e aceitacdo global. Os provadores
receberam as quatro amostras e foram orientados a responder o teste de acordo com as
suas percepcdes (APENDICE 1).

Este trabalho foi submetido a avaliacdo e apreciacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN), através da
Plataforma Brasil, e aprovado (Protocolo n° 58596116.8.0000.5294; Numero de
comprovante: 079217/2016).

3.3.7 Andlise estatistica

Observou-se a homoscedasticidade e normalidade dos dados, ndo havendo
outliers, ap6s os quais os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e aos
testes t de Student e Tukey a 5% de significancia, utilizando o software estatistico R,

versdo 3.5.0 (R Core Team).

3.4 Resultados e discussao
3.4.1 Qualidade microbioldgica durante armazenamento

O leite utilizado como matéria-prima apresentou qualidade adequada para
elaboragio dos queijos, ndo havendo contagem de bactérias mesofilas superior a 1 x 10*
UFC/g (BRASIL, 2018b). Para as contagens de bactérias mesoéfilas e halofilas nos
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queijos frescos estudados observou-se aumento com os dias de armazenamento, onde 0s
tratamentos apresentaram resultados de crescimento semelhantes ao controle (Figuras 1
e2).
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Figura 1. Crescimento de bactérias mesofilas em queijo fresco durante 10 dias de
armazenamento refrigerado (10 + 2°C). CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo com
adicdo de 12,5% de ervas); CH 22,2 (queijo com adicdo de 22,2% de ervas); CH 30
(queijo com adicdo de 30% de ervas).
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Figura 2. Crescimento de bactérias haléfilas em queijo fresco durante 10 dias de
armazenamento refrigerado (10 + 2°C). CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo com
adicdo de 12,5% de ervas); CH 22,2 (queijo com adicdo de 22,2% de ervas); CH 30
(queijo com adicdo de 30% de ervas).

O sal é utilizado como conservante alimentar desde os primérdios. Em queijos,

sua utilizacdo objetiva alcangar o sabor desejavel, prover contetdo de sddio, necessario
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as funcdes fisiologicas humanas, e contribuir com a conservacdo, uma vez que o sal
diminui a atividade de agua do alimento o que influencia no crescimento microbiano
(GUINEE, 2004). Neste estudo, a adicdo de ervas (CH 30), em substituicdo parcial do
sal, conseguiu reduzir as contagens de estafilococos coagulase positiva e de bactérias
psicrotroficas (Figuras 3 e 4, respectivamente) mantendo até o quinto dia de
armazenamento contagens semelhantes ao queijo controle. Em relacdo a analise de

Salmonella sp. ndo foi observada presenca em nenhum lote de queijo.
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Figura 3. Crescimento de estafilococos coagulase positiva em queijo fresco durante 10
dias de armazenamento refrigerado (10 + 2°C). CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo
com adicdo de 12,5% de ervas); CH 22,2 (queijo com adi¢do de 22,2% de ervas); CH 30

(queijo com adicdo de 30% de ervas).
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Figura 4. Crescimento de bactérias psicrotréficas em queijo fresco durante 10 dias de

armazenamento refrigerado (10 + 2°C). CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo com
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adicdo de 12,5% de ervas); CH 22,2 (queijo com adicdo de 22,2% de ervas); CH 30

(queijo com adicdo de 30% de ervas).

Os oleos essenciais e 0s extratos de plantas apresentam compostos que sdo
secretados como metabdlitos secundarios e desempenham a atividade antimicrobiana
observada nesses produtos. Esses compostos atuam na defesa da propria planta contra
bactérias e fungos e consistem em terpernos, hidrocarbonetos, aldeidos alifaticos, alcoois,
estéres e outros compostos. Apesar do mecanismo de a¢ao ndo estar totalmente elucidado,
sabe-se que esses compostos alteram a permeabilidade celular dos microrganismos e
interferem no metabolismo destes, levando a morte celular (KHORSHIDIAN et al.,
2018).

A utilizacdo de um mix de ervas pode potencializar a acdo antimicrobiana dos
compostos, sendo observado acdo sobre bactérias patogénicas, como Listeria
monocytogenes. O emprego de ervas além de contribuir para a seguranca alimentar, em
termos microbiol6gicos, colabora para a reducéo na utilizacdo de conservantes artificiais,
podendo ser um elemento de marketing na producdo e comercializagdo de alimentos
(LOBACZ et al., 2016).

Em amostras de queijo de coalho o 6leo essencial de alecrim demonstrou acdo
inibitoria sobre cepas EC16 de Escherichia coli, conseguindo uma reducéo de 2.3 ciclos
logaritmicos em um intervalo de 24 horas (RIBEIRO et al., 2013). Outras ervas também
apresentaram acéo inibitoria sobre microrganismos patogénicos e deteriorantes. O 6leo
essencial de orégano apresentou acdo inibitoria sobre Staphylococcus aureus e sobre
bactérias mesdfilas, tanto in vitro quanto em matrizes alimentares, como queijos frescos
de ovelha e ricota (AMASTITE et al., 2014; ASENSIO et al., 2014).

3.4.2 Aspectos fisicos, cor e perfil de textura durante armazenamento

Nas amostras avaliadas de queijo, os valores de acidez mantiveram-se estaveis
durante os dias de armazenamento e entre os tratamentos analisados. O mesmo foi
observado para o pH até o quinto dia de armazenamento, os queijos adicionados de ervas

apresentaram valores de pH inferiores (p<0,05) ao queijo controle (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Avaliagdo da acidez (mg &cido lactico/ 100g) durante 10 dias de armazenamento
refrigerado (10 + 2°C) dos queijos. CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo com adigéo de
12,5% de ervas); CH 22,2 (queijo com adicdo de 22,2% de ervas); CH 30 (queijo com
adicdo de 30% de ervas).
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Figura 6. Avaliagdo do pH durante 10 dias de armazenamento refrigerado (10 + 2°C) dos
queijos. CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo com adi¢do de 12,5% de ervas); CH 22,2
(queijo com adicdo de 22,2% de ervas); CH 30 (queijo com adi¢do de 30% de ervas).

A acidez, verificada através da mensuracdo do pH ou da quantificacdo de acido

latico, € um parametro importante relacionado a qualidade de um queijo, exercendo
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influéncia sobre o crescimento microbiano e especialmente sobre propriedades funcionais
e aspectos de qualidade, como a capacidade de derretimento de um queijo (JOHNSON,
2017).

Os queijos frescos, como o de coalho, apresentam maiores valores de pH e
consequentemente menor acidez, quando comparados aos queijos que sofrem processo
de maturacdo e alteracGes mais pronunciadas em sua composicdo, além de ndo sofrerem
variagOes pronunciadas em poucos dias de armazenamento (FREITAS; MALCATA,
2000).

Em relacdo a cor dos queijos estudados ndo foram observadas variagOes das
coordenadas durante os dias de andlise (Figuras 7, 8 e 9), mantendo-se a caracteristica
sensorial de cor estavel até o décimo dia de armazenamento. A luminosidade foi maior
na amostra controle, reduzindo a medida que o teor de ervas aumentou, o que era esperado
em virtude da mudanca de cor provocada pela adi¢do das ervas ao queijo. Em relacdo a
coordenada a* foi observado aumento (p<0,05) da cor vermelha na amostra com maior
teor de ervas (30%), quando comparada aos demais tratamentos e para coordenada b*
maior teor (p<0,05) de amarelo foi observado nas amostras com adi¢do das ervas, sendo

todas superiores ao queijo controle.
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Figura 7. Valores medios do parametro de cor L* dos queijos durante 10 dias de
armazenamento refrigerado (10 + 2°C). CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo com
adicdo de 12,5% de ervas); CH 22,2 (queijo com adicdo de 22,2% de ervas); CH 30

(queijo com adicdo de 30% de ervas).
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Figura 8. Valores médios do parametro de cor a* dos queijos durante 10 dias de
armazenamento refrigerado (10 + 2°C). CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo com
adicdo de 12,5% de ervas); CH 22,2 (queijo com adicdo de 22,2% de ervas); CH 30

(queijo com adicdo de 30% de ervas).
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Figura 9. Valores médios do parametro de cor b* dos queijos durante 10 dias de
armazenamento refrigerado (10 + 2°C). CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo com
adicdo de 12,5% de ervas); CH 22,2 (queijo com adicdo de 22,2% de ervas); CH 30

(queijo com adicao de 30% de ervas).

A cor € um atributo que se relaciona com a qualidade e conformidade de um

produto. E usada pela inddstria para atrair os consumidores, pois estes tendem a associar
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as cores dos alimentos a seu sabor, sendo um dos primeiros atributos observados no
momento da compra (WADHWANI; MCMAHON, 2012). Boroski et al. (2012) também
observaram decréscimo na luminosidade e aumento nas coordenadas a* e b* com a adi¢éo
de extratos e 0leos essenciais de orégano em bebidas lacteas. A intensidade de cores verde
e vermelha aumenta com a presenca de compostos fenolicos, estes presentes em tecidos
vegetais, como as ervas, promovem mudancgas na colora¢do aos produtos aos quais séo
adicionados (SCHAMBERGER; LABUZA, 2007).

Para o perfil de textura observou-se que apenas o queijo com adicdo de 12,5% de
ervas (CH 12,5) manteve a estabilidade para dureza durante os dias de armazenamento,
mantendo as caracteristicas de elasticidade semelhantes ao queijo controle. Analisando
coesividade, viscosidade e gomosidade, nenhuma variacdo (p<0,05) foi observada
durante os dias de armazenamento para nenhum tratamento (Tabela 2). A textura é um
importante fator observado pelo consumidor e correlacionado aos atributos sensoriais.
Analisando o perfil de textura pode-se estabelecer correlagdes com a textura perceptivel
pela mastigacdo na anélise sensorial, sendo um fator determinante para aceitacdo do
produto (FOEGEDING; DRAK, 2007; LAMICHHANE et al., 2018).
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Tabela 2. Efeito da substituicdo parcial do sal por ervas sobre o perfil de textura de queijos

durante 10 dias de armazenamento refrigerado (10 + 2°C).

Dias de Analise de Tratamentos
armazenam perfil de

ento textura CcC CH 125 CH 22,2 CH 30 CV (%)
0 1,39 Ac 2,58 Ab 2,81 Ab 3,58 Aa
5 Dureza 1,36 Ac 2,84 Ab 3,03 Aab 3,37 Aa 4,23
10 1,90 Bd 2,70 Ac 3,35Bb 4,12 Ba
0 -0,23 Ac -15,23 Aa -10,21 Ab -12,23 Aab
5 Adesividade -0,43 Ac -13,22Aa -987Ab -1145Aab 11,89
10 -0,29 Ac -14,21 Aa -10,78 Ab -11,76 Ab
0 0,880 Aa 0,890 Aa 0,890 Aa 0,897 Aa
5 Elasticidade 0,889 Aa 0,889 Aa 0,895 Aa 0,901 Aa 9,21
10 0,811 Bb 0,871 Aa 0,885 Aa 0,898 Aa
0 051 Ac 0,64 Ab 0,78 Aa 0,81 Aa
5 Coesividade 0,50 Ac 0,68 Ab 0,80 Aa 0,81 Aa 10,87
10 0,54 Ac 0,70 Ab 0,81 Aa 0,81 Aa
0 0,57 Ab 2,03 Aa 2,22 Aa 2,28 Aa
5 Gomosidade 0,54 Ac 2,07 Ab 2,13 Aab 2,35 Aa 6,02
10 0,51 Ab 2,05 Aa 2,06 Aa 2,19 Aa
0 0,51 Ab 1,81 Aa 1,98 Aa 2,05 Aa
5 Viscosidade 0,54 Ab 1,91 Aa 1,98 Aa 2,07 Aa 12,32
10 0,6 Ac 2,02 Ab 2,25 Aab 2,38 Aa

AB.C |_etras mailisculas distintas na coluna indicam diferenca entre os tempos de armazenamento pelo teste Tukey 5%.
a.b.¢ | etras mindsculas distintas na linha indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste Tukey 5%.

3.4.3 Composicao quimica

A adicdo de ervas aos queijos ndo provocou modificagBes no teor de lipidios e de

cinzas em relagéo ao queijo controle, sendo observada apenas reducdo (p<0,05) no teor

de umidade do queijo com 30% de ervas (CH 30), o que se justifica pela maior

concentracdo de ervas adicionadas em relagdo aos outros queijos, assim como maior teor

(p<0,05) de cloretos no queijo controle, uma vez que este apresenta 0 maior teor de sal

adicionado. A analise do teor de sddio e de cloretos comprovaram a redugdo do sal nos

queijos adicionados de ervas, por sua concentragéo significativamente maior (p<0,05) no
queijo controle (CC) (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados de composicdo quimica dos queijos analisados durante 10 dias de

armazenamento refrigerado (10 + 2°C).

CC CH125 CH 22,2 CH 30 CV (%)
Umidade (%) 49,15 a 53,31a 50,00 a 38,40 b 4,09
Cinzas (%) 6,53 a 4,58 a 4,22 a 6,51 a 15,76
Lipidios* (%) 39,37 a 44,26 a 36,66 a 35,48a 5,04
Cloretos (%) 527a 342D 341b 2,06 b 8,63

Teor de sédio 840,68 a 120,58 b 210,80 b 150,68 b 14,90
(mg/1009)

*Lipidios nos solidos totais
a.b.¢ |_etras minGsculas distintas na linha indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste Tukey 5%.

O sal é um ingrediente importante na fabricacdo do queijo, uma vez que atua no
controle da atividade de agua e consequentemente no crescimento microbiano, como
também no seu sabor e textura (CRUZ et al., 2011). Apesar disso, 0 consumo excessivo
de sal é visto como problema de saude publica por estar associado ao desenvolvimento
de doencas (FERRAO et al., 2016). Estudos recentes apontam o consumo em excesso de
sal como um fator promotor para o desencadeamento de respostas imunoldgicas e
inflamatorias, assim como sua correlagdo com doencgas autoimunes (SIGAUX et al.,
2018). Sendo o queijo considerado uma fonte alimentar rica em sodio, com seu conteido
dependendo do tipo de queijo (DUGAT-BONY et al., 2016), alternativas para a reducéo
do sal na elaboracdo dos queijos sdo desejaveis.

Apesar da necessidade de utilizacdo do sal na elaboracdo dos queijos, como
mozzarella, sua reducdo nao interfere na vida util desse produto, tendo maior aceitacao
pelos provadores durante avaliacdo sensorial (FACCIA et al., 2012). De forma
semelhante, reduzindo o teor de sodio e utilizando substitutos em queijo prato foi possivel
observar que ndo houve interferéncia nas caracteristicas fisico-quimicas, na capacidade
de fusdo e no perfil de textura desse produto, sendo a reducédo do sodio uma alternativa
viavel para a industria de laticinios (COSTA et al., 2018). A reducéo no teor de sal é bem
vista ndo apenas para a qualidade geral do queijo, mas principalmente desejada pelos
consumidores. Estes tém demonstrado preferéncia por queijos com menores teores de sal,
guando comparados aos seus similares convencionais (CZARNACKA-SZYMANI,
JEZEWSKA-ZYCHOWICZ, 2015).
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3.4.4 Andlise sensorial

Participaram da analise sensorial alunos e funcionarios da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, sendo todos os provadores nio treinados, de ambos os sexos e
diferentes faixas etarias (variando de 18 a 60 anos), que relataram nao possuir restricdo

ao consumo de queijo, assim como periodicidade no consumo do queijo de coalho.

No presente estudo entre todos os tratamentos analisados o queijo com adigédo de
12,5% de ervas em substituicdo ao sal (CH 12,5) apresentou as melhores notas para todos
os atributos analisados (aroma, cor, sabor e textura) e para a avaliagdo de intencdo de
compra, exibindo notas superiores (p<0,05) para o atributo sabor e para aceitacdo global,

quando comparado ao queijo controle e aos demais tratamentos (Figura 10).
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Figura 10. Analise sensorial dos queijos durante 10 dias de armazenamento refrigerado
(10 £ 2°C). CC = queijo controle; CH 12,5 (queijo com adicdo de 12,5% de ervas); CH
22,2 (queijo com adicdo de 22,2% de ervas); CH 30 (queijo com adicdo de 30% de ervas).

A percepcdo sensorial de produtos lacteos, como 0 queijo, € importante para

avaliacdo de produtos no mercado e reformulacdo destes. E através de analises de
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atributos sensoriais que se pode inferir a satisfacdo do consumidor sobre o produto
analisado e sua perspectiva de mercado. Sendo assim, as medidas sensoriais sdo de
fundamental importancia na analise de um alimento, uma vez que seus resultados

direcionam a melhor forma de sua elaboracdo (DRAKE, 2007).

O sal adicionado na elaboragéo dos mais variados tipos de queijo tem a importante
funcdo de fornecer sabor ao produto (DAMIANO; JONYER, 2018) e este é um dos
atributos primordiais para a escolha de um alimento pelo consumidor. No presente estudo
0 queijo com reducéo de sal e adicdo de 12,5% de ervas recebeu a melhor nota para o
sabor, sendo preferido pelos provadores em comparacdo ao queijo convencional. Este
resultado permite inferir que a reducéo no teor de sal no queijo de coalho foi vista como
desejavel pelos consumidores e a adi¢do das ervas propiciou uma melhor aceitacdo global

desse produto.

A reducdo do sal em produtos, e/ou a sua substituicdo parcial por outros
ingredientes que fornecam seguranca e garantam as caracteristicas organolépticas, é uma
tendéncia mundial que segue as recomendagfes dos 6rgdos reguladores em produzir e
consumir produtos mais saudaveis (ALBARRACIN et al., 2011). Estudos tém sido
realizados visando avaliar a possibilidade de reducdo de sal em derivados lacteos, como
0 queijo prato, onde uma reducédo de até 25% no teor de sal ndo afetou a aceitagdo geral
do queijo, indicando uma alternativa na elaboracdo desse produto (BAPTISTA et al.,
2017).

Além disso, a adicdo de ervas, seus extratos e 0Oleos essenciais, também séo
estudados, como alternativa para maior preservacao e qualidade de queijos. Os resultados
encontrados por outros autores demonstraram que na analise sensorial 0s queijos
aromatizados com os extratos de ervas apresentaram aceitacdo igual ou superior as
amostras controle, demonstrando a possibilidade de adicdo dessas ervas no queijo
processado (TAYEL et al., 2015).

A reformulacdo de produtos € um desafio, principalmente quando orientada para
reducdo de sal, pois este exerce papéis importantes nas caracteristicas sensoriais e no
aspecto da estabilidade dos produtos. Entretanto, essa atitude é necessaria, visto que para

atender as diretrizes mundiais de reducéo do consumo de sodio pela populagdo, esta deve
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ser motivada pela oferta de produtos que estejam em conformidade com as

regulamentacdes e atendam as suas expectativas e anseios (ZANDSTRA et al., 2016).

3.5 Conclusédo

A reducdo de 30% no sal e a adicdo de 12,5% de ervas na elaboracdo do queijo de
coalho apresentou resultados satisfatorios em relacéo a sua composicao, reduzindo o teor
de sédio e mantendo as demais caracteristicas de composicéo, e a aceita¢do do produto,
sendo observada formulagdo com melhor aceitacdo que o similar convencional. Estes
resultados demonstram a possibilidade das ervas como substitutos do sal para formulagéo

de queijo de coalho com qualidade aceitavel e melhor teor nutricional.
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4 CAPITULO IV: APLICACAO DE INULINA EM QUEIJO FRESCO
COM TEOR DE GORDURA ELEVADO: CARACTERIZACAO
FISICO-QUIMICA E SENSORIAL
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4.1 Resumo

A inulina é uma fibra dietética que apresenta diversos beneficios a saude humana
e propriedades tecnoldgicas que proporcionam sua utilizacdo em queijos frescos, como o
de coalho, melhorando a qualidade nutricional destes. Objetivou-se elaborar queijo de
coalho com adicdo de inulina em substituicdo parcial da gordura. Para isso, foram
elaborados trés lotes de queijos: C (queijo controle), Il 8% (queijo com leite integral e
8% de inulina) e SI 8% (queijo com leite semidesnatado e 8% de inulina).Os queijos
foram analisados durante os dias 1, 5 e 10 de armazenamento refrigerado quanto a
qualidade microbioldgica (coliformes a 35°C e 45°C, bactérias aerébias mesofilas e
psicrotroficas e Salmonella sp.), quanto a composicdo quimica e parametros fisicos
(acidez, pH, cor, perfil de textura, umidade, cinzas, lipidios, cloretos e teste de fritura) e
quanto a aceitagdo (teste de aceitacdo e intencdo de compra). Os queijos analisados
estavam aptos a consumo entre os dias 5 e 10 de armazenamento, ndo havendo
interferéncia da inulina no crescimento microbiano. Todos os lotes estavam em
conformidade com a legislacdo para o teor de umidade e lipidios, sendo considerados
aprovados no teste de fritura. Foram observadas mudancas (p<0,05) na cor e
luminosidade apenas do queijo SI 8%, ndo sendo essa caracteristica percebida pelos
provadores. Os queijos Il 8% e SI 8% demonstraram melhores caracteristicas de textura,
principalmente maior coesividade e menor dureza. Em relacdo a analise sensorial ndo
foram observadas diferencas (p<0,05) entre os queijos. A inulina, além de ser um
substituto de gordura, garante as caracteristicas de textura do queijo de coalho sem alterar
a aceitacao sensorial dos produtos, mesmo em concentracdo de 0,5%. Sendo assim, uma
alternativa a elaboracao de queijo de coalho com caracteristicas semelhantes ao produto

convencional e com melhor qualidade nutricional.

Palavras-chave: queijo de coalho; fibra dietética; qualidade nutricional; atributos

sensoriais.
4.2 Introducéo

A inulina € um polimero de carboidrato de origem vegetal, constituido por
unidades de frutose, que em sua cadeia final apresentam residuos de glicose, pertencendo
auma classe de carboidratos, conhecida como frutanos (MODZELEWSKA-KAPITULA,
KLEBUKOWSKA, 2009). E uma fibra dietética que estd naturalmente presente em

algumas frutas e vegetais, como trigo, cebola, banana, alho-por6 e chicoria, sendo este
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ultimo a fonte vegetal mais utilizada para fins de extracdo industrial (ROBERFROID,
2007).

Essa fibra é considerada um ingrediente alimentar funcional, sendo assim definida
por ser capaz de apresentar propriedades que resultam na prevencdo ou reducéo do risco
de desenvolver doencas, além da funcdo priméaria de fornecer nutrientes (ARIAS-
ARANDA; ROMEROSA-MARTINEZ, 2010). Entre suas diversas funcdes apresenta
propriedades prebidticas, ndo sendo assim digerida na parte superior do trato
gastrointestinal, promovendo o crescimento da flora do trato digestivo, ndo sendo também
armazenada diretamente como glicogénio (FLAMM et al., 2001). Apresenta outros
beneficios para a saude, como o0 aumento da absorcdo de minerais —calcio, magnésio e
ferro — regulagdo de hormonios relacionados ao apetite e estimulagdo do sistema
imunologico (SHOIAB et al., 2016).

A inulina apresenta também utilizacdo na industria de alimentos, em virtude de
suas propriedades tecnoldgicas e nutricionais. E utilizada em substituicio ao aglcar e a
gordura, apresentando baixo valor calérico (>3kcal/g) (FLAMM et al., 2001). Em
produtos lacteos, a utilizacdo da inulina se apresenta como uma alternativa promissora
para elaboragdo de derivados com melhor teor nutricional, uma vez que estudos
demonstram que o consumo de produtos derivados do leite vem contribuindo para o
aumento da ingestdo de gordura saturada (MANGUEIRA et al., 2002).

Entre os derivados lacteos com alto teor de gordura consumidos no Brasil tem-se
0 queijo de coalho (SANTOS et al., 2011). Este € um queijo elaborado através de
coagulacao do leite, com uso de coalho ou outras enzimas coagulantes, de massa cozida
ou semi-cozida, de cor branco amarelada, odor acido e sabor levemente salgado, que em
sua constituicdo média, apresenta entre 35 a 60% de gordura nos solidos totais (BRASIL,
2001).

Percebe-se uma inclinacdo da populagdo por alimentos com melhores
caracteristicas nutricionais e menores teores de gordura, 0 que proporciona um maior
interesse em queijos com teor de gordura reduzido (DRAKE et al., 2010). Entretanto,
estas variedades de queijo ainda sdo consideradas como de qualidade inferior ao produto
convencional. Algumas das estratégias sdo melhorar o sabor e a textura desses produtos
ou utilizar ingredientes que melhorem essas caracteristicas separadamente (SKEIE et al.,
2013).
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Alguns estudos realizados com a substitui¢do da gordura de queijo processado por
inulina demonstraram como resultados melhores caracteristicas de textura, como menor
dureza e adesividade (SOLOWIEJ et al., 2015). Em queijo fresco elaborado a partir de
leite caprino também foram observadas melhores caracteristicas de textura nos queijos
elaborados com substituicdo da gordura por inulina (SALVATORE et al., 2014). Esses
resultados evidenciam a perspectiva de utilizag&o da inulina como substituto da gordura
em queijos, em virtude de seus satisfatorios atributos funcionais, necessarios as

caracteristicas sensoriais dos queijos (KARIMI et al., 2015).

A utilizacdo da inulina em queijos frescos pode ser uma alternativa para um
produto mais saudavel e com manutencéo de suas caracteristicas sensoriais. Diante disso,
objetivou-se elaborar queijo de coalho com reduzido teor de gordura e adic¢éo da inulina,
visando aumentar a possibilidade de elaboracdo desse queijo tradicional com melhores

caracteristicas nutricionais.

4.3 Material e métodos

4.3.1 Producao dos queijos

Para elaboracdo dos queijos o leite bovino foi pasteurizado, sendo em seguida
submetido a analises microbioldgicas e fisico-quimicas. Os queijos foram elaborados no
Laboratdrio de Inspecdo de Alimentos de Origem Animal da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido, utilizando as técnicas artesanais de fabricacio e aplicando as boas praticas

de fabricacéo.

Apos a analise do leite os queijos foram elaborados por processos baseados nas
técnicas tradicionais de elaboracdo, onde o leite, apds pasteurizacdo, foi resfriado até
35°C e adicionado de cloreto de célcio e de coagulante (Halamix - Chr. Hansen A/S).
Ap06s 60 minutos de coagulacao a coalhada foi cortada em cortes longos e posteriormente
em cortes finos, seguido de repouso. Em seguida foi realizada a primeira dessoragem,
com retirada do soro e agquecimento deste para cozimento da massa. Apds 0 cozimento,
procedeu-se a segunda dessoragem, salga, adi¢do da inulina e prensagem dos queijos
(BRASIL, 2001).

Foram elaborados trés lotes de queijos, sendo eles: C (queijo controle), 11 8%
(queijo com leite integral e 8% de inulina) e SI 8% (queijo com leite semidesnatado e 8%

de inulina) (Tabela 1). Os dois altimos lotes de queijos foram acrescidos com a fibra
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inulina (Orafit — FT-X®), cedida pela empresa Sweetmix. A inulina foi previamente
dissolvida em soro aquecido a 55-60°C, na propor¢do de uma parte de inulina para duas
partes de soro (1:2), como proposto por Buriti et al. (2008). A quantidade de inulina
adicionada, em ambos os lotes, foi de aproximadamente 8% do produto final. A fibra foi
adicionada apo6s a salga, sendo homogeneizada a massa do queijo de forma manual,
objetivando-se atingir a maior incorporacdo da fibra & massa. Apds esse procedimento,
0s queijos foram submetidos a prensagem, com saida de soro residual. Esse processo
ocorreu durante, aproximadamente, 7h, tempo habitual de prensagem dessa variedade de

queijo.

Todo o procedimento de elaboracdo dos queijos foi realizado em ambiente
controlado, no Laboratdrio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal, da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), utilizando os requisitos necessarios as boas
praticas de fabricacdo. ApoOs a elaboracdo dos queijos estes foram armazenados em

refrigeracdo (10 a 12°C) para analises posteriores.

Tabela 1. Ingredientes e quantidades utilizados na elaboracdo dos queijos.

Ingredientes e

quantidades para Tratamentos
1000g de queijo
C 118% SI 8%

Leite pasteurizado 10L 10L 10L
Cloreto de célcio 5ml 5ml 5ml
Coagulante 19 1g 1lg
Cloreto de sddio 150 ¢ 1509 150 ¢
Inulina - 80 ¢ 80 g

C = queijo controle; Il 8% = queijo com leite integral e 8% de inulina, SI 8% = queijo com leite
semidesnatado e 8% de inulina

4.3.2 Anélises microbioldgicas

As andlises microbioldgicas foram realizadas em duplicata durante os tempos de
armazenamento de 1, 5 e 10 dias com as amostras em refrigeracao. Para as analises foram
pesados assepticamente 25¢ de queijo que foram transferidos para sacos plasticos estéreis,
onde acrescentaram-se 225 ml de 4gua peptona tamponada estéril para posterior
homogeneizagdo em “Stomacher” durante 2 minutos, obtendo-se assim a dilui¢do 102, a
partir da qual foram obtidas as demais diluices decimais até 10*. Apos as diluigBes, as
amostras foram submetidas as técnicas para determinacdo do NUmero Mais Provavel

(NMP) de coliformes a 35 e 45°C, contagens de bactérias aer6bias mesofilas e
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psicrotroficas e deteccdo de Salmonella sp. utilizando a metodologia recomenda pela
American Public Health Association (DOWNES; ITO, 2001).

4.3.3 Anélises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas nas amostras de queijo nos dias 1, 5
e 10 de armazenamento refrigerado (10 a 12°C). As amostras foram analisadas quanto a
acidez pelo método de acidez titulavel e quanto ao pH utilizando um phmetro portatil para
produtos lacteos. A cor dos queijos foi aferida em trés pontos distintos por amostra, com

0 auxilio de um colorimetro digital (Sistema CIE L*a*b*).

O perfil de textura foi determinado atraves de teste de dupla compressdo de
amostras, com peso constante, utilizando cilindro de aluminio de 25 mm de didmetro
(P/1SP), em analisador de textura TA-XT2 (Stable MicroSystems). Os dados foram
coletados através do programa “Exponent Lite Express” — versdo 5.1. Foram analisados
os atributos primarios dureza, coesividade, adesividade e elasticidade, viscosidade e o
atributo secundario gomosidade. Foram empregados 0s seguintes parametros: amostras
de queijo com altura de 2 cm, didmetro de 2 cm e temperatura de 20 + 1°C. As amostras
cilindricas dos queijos foram comprimidas até 50% de sua altura inicial a uma velocidade

de Imm/s.

De forma pontual, ap6s o primeiro dia de armazenamento, 0s queijos foram
analisados quanto ao teor de umidade através de secagem em estufa a 102°C até massa
constante. O teor de cinzas foi determinado por incineragdo em mufla a 550°C e o teor de
lipidios através do método butirométrico para queijos, sendo calculado o teor de gordura
nos solidos totais. Também foram analisados o teor de cloretos através do método
argentométrico. (BRASIL, 2018).

A analise de inulina foi realizada através do método de quantificacdo de frutanos
(frutooligossacarideos, frutanos e inulina) MA-CQ.172 baseado em AOAC (2012),
Official Method 999.03. Foi realizado também o teste de fritura, com a finalidade de
avaliar a capacidade de derretimento do queijo de coalho. Para tanto, foram utilizados
pedacos de queijo com dimensdes, aproximadas, de 8 cm x 4 cm x 1 cm, sem casca. Estes
foram levados a fritura em frigideira, com cerca de 5g de gordura vegetal. Os pedacos de
queijo foram fritados durante 1 minuto e 40 segundos, de ambos os lados, em fogo médio
(CAVALCANTE et al., 2007).
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4.3.4 Analise sensorial

Ap0s a elaboragéo dos queijos estes foram submetidos a teste sensorial. A analise
sensorial foi realizada em cabines individuais, com iluminacéo apropriada. As amostras
foram servidas em porcdes de 25g cada, em formato retangular semelhante, em pratos
descartaveis brancos, codificadas com nimeros de trés digitos de forma aleatéria. Foram
servidas em temperatura ambiente, acompanhadas de biscoito agua e sal e agua mineral
para remocao do sabor residual. O teste realizado foi o teste de aceitacdo, onde avaliaram-
se os atributos de cor, aroma, sabor e textura, além de anélise de intengdo de compra e
aceitacdo global. Os provadores receberam as quatro amostras e foram orientados a

responder o teste de acordo com as suas percepcdes (APENDICE 2).

Este trabalho foi submetido a avaliacdo e apreciacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP/UERN) e aprovado (Protocolo n° 58596116.8.0000.5294; Numero de
comprovante: 079217/2016).

4.3.5 Andlise estatistica

Foi observada a homocedasticidade e normalidade dos dados, ndo sendo
observados outliers, logo em seguida os dados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e aos testes, t de Student e Tukey a 5% de significancia, utilizando o software

estatistico R, versdo 3.5.0 (R Core Team).

4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Qualidade microbioldgica da matéria-prima e dos queijos

O leite utilizado como matéria-prima apresentou-se apto para elaboracdo dos
queijos, apresentando conteldo de gordura adequado para leite semidesnatado
(2,79/1009). Para elaboracéo artesanal de queijos um dos requisitos de maior importancia
¢ a qualidade da matéria-prima utilizada, que aliada a adequacdo das préaticas de
fabricacdo proporciona a elaboracdo de queijos de coalho com qualidade higiénica e
constituicdo quimica conhecida (SANTOS et al., 2008).

A adicdo da inulina ndo influenciou o crescimento dos microrganismos estudados.
Em relacdo a coliformes termotolerantes todos os queijos analisados estavam dentro dos
padrdes estabelecidos pela legislacdo para consumo até o 5° dia, estando o 11 8% dentro
dos padrdes até o 10° dia de armazenamento, todas as amostras estavam livres de

Salmonella sp. (Tabela 2). A auséncia ou baixas contagens de alguns microrganismos
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podem decorrer do processo de pasteurizacdo, que contribui para a redugdo microbiana
no leite e consequentemente em seus produtos derivados (FREITAS et al., 2013). Além
disso, pode-se enfatizar que a microbiota autoctone do queijo de coalho, composta por
diversas espécies de bactérias lacticas competem com alguns microrganismos
patogénicos, interferindo na sua multiplicacao e provocando reducdo destes (SILVA et
al., 2010).

Tabela 2. Qualidade microbioldgica das amostras de queijos (média) com e sem inulina,
e com adicgéo desta e reducdo de gordura durante os dias 1, 5 e 10 de armazenamento (10
a12°C).

Dias de Tratamentos
armazena CV (%)
Mento C 11 8% SI 8%
1 Coliformes 238Ba 1,81Bb 1,04 Bc
5 35°C (Log 10 3,04 Aa 3,04 Aa 3,04 Aa 0,05
10 UFC.g™) 3,04Aa 1,36 Bb 3,04 Aa
1 Coliformesa 2,38Ba 2,20 Ab 1,04 Bc
5 45°C (Log 10 1,04Ca 0,48Bb 1,04 Ba 0,00
10 UFC.g')  304Aa 048Bb 3,04 Aa
1 Mesofilos 5,40 Ba 5,40 Ba 5,40 Ba
5 (Log 10 540Ba 5,17 Bb 5,40 Ba 0,24
10 UFC.g")  640Aa 640Aa 6,40 Aa
1 Psicrotroficos 2,24Ca 2,32 Ba 1,00 Bb
5 (Log 19 429Bb 2,73 Ac 4,40 Aa 1,71
10 UFC.g™) 440Aa 1,00 Cb 4,40 Aa
1 Estafilococos 569Ch 5,54 Cc 6,13 Ca
5 coagulase  g30Ba 5,81 Bb 6,30 Ba 0,56
positiva (Log
10 10 UFC.gh) 7,30Aa 7,08 Ab 7,30 Aa

ABC | etras mailsculas distintas na coluna indicam diferencas entre os tempos de armazenamento pelo teste de
Tukey 5%. 2b< Letras minGsculas distintas na linha indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey 5%.
C = queijo controle; 11 8% = queijo com leite integral e 8% de inulina, SI 8% = queijo com leite semidesnatado e
8% de inulina

Ao analisar as contagens de bactérias aerdbias mesofilas e psicrotroficas,
observou-se que houve um aumento nas contagens para ambos 0S microrganismos no
décimo dia de armazenamento. Levando em consideracdo que a vida atil de um queijo

pode ser estabelecida quando se atingem contagens totais de 6 log UFC/g (JUAN et al.,
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2013), os queijos estavam com qualidade microbioldgica aceitavel entre os dias 5 e 10 de
armazenamento. Em relacéo a detecgdo de microrganismos mesofilos, algumas bactérias
benéficas, como as lacticas, podem estar presentes em quantidades elevadas participando
das caracteristicas sensoriais desses queijos e garantindo as particularidades desse
produto artesanal (SANGALETTI et al., 2009).

Em relacdo a Estafilococos coagulase positiva, a Instrucdo Normativa n° 60, de
23 de dezembro de 2019, estabelece que em queijos esse microrganismo deve apresentar
contagem nunca superior a 10% UFC/g, o que corresponde a 3 log (BRASIL, 2019).
Partindo desse parametro todas as amostras estavam com valores superiores ao
estabelecido. Estafilococos que sdo coagulase positiva, como os Staphylococcus aureus,
sdo microrganismos que fazem parte da microbiota natural do leite e podem permanecer
no produto caso ele ndo seja submetido a nenhum tratamento térmico, caso este tenha
sido insuficiente ou tenha ocorrido contaminacdo apos a pasteurizacdo. Além disso, 0
ambiente de manipulacdo do queijo pode ocasionar contaminacdo desse produto
(TILOCCA et al., 2020).

4.4.2 Composicdo quimica e parametros fisicos nos queijos

Em relacdo a composicdo dos queijos, todos estavam em conformidade com a
legislacdo para o teor de umidade, e o0 SI 8% apresentou a menor méedia para o teor de
lipidios, como esperado (Tabela 3). A contribui¢do do consumo de queijos para 0 aumento
da obesidade tém sido foco de diversos estudos e levanta a necessidade de reformulacédo
desse tipo de alimento frente a demanda crescente da populacdo por produtos mais
saudaveis. O consumidor tem demonstrado interesse em pagar mais por queijos com
reduzido teor de gordura, o que demonstra a importancia do estudo de formulacGes de
queijos com menores teores de gordura e a implicagdo nas suas caracteristicas
organolépticas (MAGISTRIS; GALAN, 2016).



77

Tabela 3. Composi¢do quimicas das amostras de queijo fresco controle, integral e

semidesnatado com inulina (média) apds 1 dia de armazenamento (10-12°C).

Tratamentos

C 11 8% S| 8% CV (%)
Umidade (%) 52,24 a 52,26 a 49,41b 1,11
Extrato seco (%) 47,76 b 47,74 b 50,59 a 1,17
Cinzas (%) 443 Db 4,85a 361c 0,82
Cloretos (%) 4,06 a 4,42 a 1,99b 4,56
Teor de lipidios (%) 16,00 b 17,00 a 14,33 ¢ 2,11
Teor de lipidios nos 33,642 3553 a 28,13 b 2,44

solidos totais (%)
Frutanos (%)* Nd 0,48 0,50 0,20

abc | etras mindsculas distintas na linha indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey 5%. C = queijo
controle; 11 8% = queijo com leite integral e 8% de inulina, SI 8% = queijo com leite semidesnatado e 8% de inulina.
Nd — nédo detectavel. *Frutooligossacarideos, frutanos e inulina

Para cinzas e cloretos os valores encontrados para todos os tratamentos estavam
dentro do esperado para este tipo de queijo. Apesar da reducdo do teor de cloretos no
queijo Sl 8%, isso ndo foi perceptivel pelos provadores nos testes sensoriais. Avaliando
a capacidade de derretimento das amostras, apds 1 dia de armazenamento refrigerado,
observou-se que o0s queijos foram considerados aprovados no teste de fritura, mantendo-
se com seu formato inicial apds a fritura, ndo apresentando derretimento, mesmo
apresentando um pH baixo. Uma das caracteristicas do queijo de coalho é manter-se firme
apos o processo de fritura, ndo perdendo seu formato. O derretimento do queijo de coalho
tem forte associacdo com teor de umidade elevado e valores baixos de pH, onde em
valores inferiores a 5,7 o queijo ndo suporta a aplicacdo de calor e derrete
(CAVANCANTE et al., 2007).

A partir da analise de frutanos nas amostras de queijo de coalho podemos observar
que da fibra adicionada apenas 0,5% permaneceu no produto final. De acordo com Shoiab
et al. (2016) a inulina ao ser dissolvida em agua, ou outro liquido, forma um gel de
estrutura cremosa branca, que pode ser adicionado a qualquer produto. Analisando a
influéncia da inulina sobre a coagulacdo e sinérese em queijos observou-se que a fibra
ndo interfere negativamente nesses processos, podendo até reduzir a perda de soro por
retencédo de liquido, no entanto sua permanéncia no produto pode ser influenciada pela
pressdo exercida no alimento (ARANGO et al., 2013).
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O queijo de coalho € um produto fresco onde o final da sua elaboracéo é
caracterizado pela prensagem e saida do soro residual. Este apresenta metade dos s6lidos
soluveis do leite, entre eles, proteinas, lactose, gordura e alguns sais minerais, assim como
outros componentes que se dissolvam nesse material (LIBORIO et al., 2017). No queijo
em estudo a inulina foi adicionada na ultima etapa do processo, sendo dissolvida em soro
e adicionada a massa que foi posteriormente prensada. Provavelmente a homogeneizagéo
da solucdo de inulina ndo foi completa ao queijo, 0 que teve como consequéncia sua saida

no soro residual.

Para pH e acidez (Tabela 4) os valores encontrados para todos os tratamentos
foram inferiores aos encontrados em outros estudos com queijo de coalho (FREITAS
FILHO et al., 2012). Deve-se enfatizar que o SI 8% apresentou no décimo dia 0 menor
valor para pH e maior para acidez. Sabe-se que a inulina atua em simbiose com
microrganismos como as bactérias &cido-lacticas, estimulando o seu crescimento,
podendo assim haver um maior consumo de substrato, como lactose, acidificando o meio
(SHOIAB et al., 2016).
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Tabela 4. Avaliacdo de pH, acidez e cor dos queijos frescos com e sem reducdo de gordura

e adicdo de inulina nos dias 1, 5 e 10 de armazenamento (10 a 12°C).

Dias de Tratamentos
armazenam 0 0 CV (%)
ento C I18% S1 8%

1 0,35 Aa 0,39 Ba 0,33 Ca

5 Acidez 0,39 Aa 0,42 Aa 0,42 Ba 14,25
10 0,39 Ab 0,42 Aab 0,51 Aa

1 4,81 Ba 4,79 Ba 4,78 Ba

5 pH 4,92 Aa 4,94 Aa 4,92 Aa 0,69
10 4,85 Ba 4,80 Ba 4,69 Bb

1 94,82 Aa 94,67 Aa 94,01 Aa

5 L* 94,06 Aa 93,18 Aab 92,00 Bb 0,85
10 93,86 Aa 93,70 Aa 90,63 Bb

1 0,19 Aa 0,04 Aa 0,21 Ca

5 a* 0,26 Aa 0,29 Aa 0,69 Bb 39,17
10 0,09 Ab 0,13 Ab 1,47 Aa

1 8,72 Aa 9,09 Aa 9,75 Ba

5 b* 9,55 Ab 9,55 Aab 10,93 Ba 6,62
10 8,64 Ab 9,72 Ab 13,23 Aa

1 - - -

5 Ae 1,23 Ac 2,07 Ab 3,63 Ba 2,44
10 1,20 Ab 1,53 Ab 6,29 Aa

ABC | etras mailsculas distintas na coluna indicam diferencas entre os tempos de armazenamento pelo teste de Tukey
5%. &b |_etras minusculas distintas na linha indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey 5%. C = queijo
controle; 11 8% = queijo com leite integral e 8% de inulina, SI 8% = queijo com leite semidesnatado e 8% de inulina

Dos queijos analisados apenas no S1 8% foram observadas mudancas (p<0,05) nas
coordenadas de cor durante os dias de armazenamento, como também na diferenca total
de cor (Tabela 4). No queijo em que houve reducdo de gordura e adi¢do de inulina (SI
8%) observou-se menor luminosidade, sendo a maior diferenca (p<0,05) no décimo dia
de armazenamento, além de maior teor de vermelho e menor de amarelo, no entanto essas
caracteristicas ndo foram perceptiveis pelos provadores durante analise sensorial. Essas
mesmas caracteristicas foram observadas em queijo fresco espanhol com reduzido teor
de gordura e adicdo de inulina, onde a natureza das particulas da inulina pode ser o fator
desencadeante da maior disperséo da luz, o que provoca opacidade nos queijos e redugéo
da luminosidade (JUAN et al., 2013).
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Os queijos 11 8% e SI 8% apresentaram os melhores resultados para os parametros

de textura. Os queijos acrescidos de inulina apresentaram, entre os parametros analisados,

maior coesividade e menor dureza, principalmente o S1 8% (Tabela 5). Em queijo fresco

elaborado com leite de outras espécies também foram observadas melhores caracteristicas

de textura nos queijos elaborados com substituicdo da gordura por inulina (SALVATORE

et al., 2014). Sendo assim, a adi¢do de inulina, em substituicdo da gordura, ndo provoca

modificacbes apenas nas caracteristicas reologicas relacionadas a dureza, mas

proporciona também maior cremosidade e suavidade (MEYER et al., 2011).

Tabela 5. Andlise do perfil de textura dos queijos com substituicdo de gordura por inulina

nos dias 1, 5 e 10 de armazenamento (10 a 12°C).

Dias de Andlise de perfil Tratamentos
0,
arm:rfte;‘am de textura C 11 8% SI 8% CV (%)

1 3,11 Aa 2,29 Ab 2,44 Ab

5 Dureza 2,62 Ba 2,04 Ab 2,20 Aab 9,42
10 2,70 Ba 1,69 Bb 1,70 Bb

1 -0,50 Aa -0,24 Ab -0,30 Ab

5 Adesividade -0,52 Aa -0,33 Ab -0,35 Ab 1,77
10 -0,33 Ba -0,14 Ab -0,21 Aab

1 0,89 Aa 0,90 Aa 0,89 Aa

5 Elasticidade 0,94 Aa 0,91 Aa 0,92 Aa 2,26
10 0,90 Aa 0,90 Aa 0,91 Aa

1 0,64 Ab 0,79 Aa 0,82 Aa

5 Coesividade 0,65 Ab 0,69 Aab 0,78 Aa 5,62
10 0,65 Ab 0,70 Ab 0,77 Aa

1 0,22 Aa 0,26 Aa 0,24 Aa

5 Gomosidade 0,19 Aa 0,28 Aa 0,24 Aa 10,11
10 0,20 Aa 0,25 Aa 0,22 Aa

1 0,17 Aa 0,28 Aa 0,24 Aa

5 Viscosidade 0,18 Aa 0,26 Aa 0,22 Aa 7,65
10 0,16 Ab 0,30 Aa 0,26 Aa

ABC [ etras mailsculas distintas na coluna indicam diferencas entre os tempos de armazenamento pelo teste de
Tukey 5%. 2b< Letras minGsculas distintas na linha indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey 5%.
C = queijo controle; 11 8% = queijo com leite integral e 8% de inulina, SI 8% = queijo com leite semidesnatado e

8% de inulina

A inulina, quando em solucBes aquosas, forma um gel de textura macia que

melhora a estabilidade de emulsdes e apresenta caracteristicas semelhantes a gordura
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(FRANCK, 2002). Em estudo utilizando a adicdo de 4% de inulina em queijo fresco
observou-se melhor textura dos queijos, ndo tendo impacto na elasticidade e coesao,
indicando o uso da fibra como um substituto de gordura nesses tipos de queijo
(JUNYUSEN etal., 2017). A insercdo da inulina em alimentos proporciona a manutencéo
da textura do produto garantindo assim a qualidade do produto e melhorando seus
atributos nutricionais (MENSINK et al., 2015).

4.4.3 Andlise sensorial

A analise sensorial foi realizada ap6s 2 dias de armazenamento refrigerado, com
o intuito de se avaliar a qualidade microbioldgica do queijo testado. Participaram do teste
provadores ndo treinados, de ambos os sexos, de diferentes faixas etérias (variando de 18
a 60 anos), sendo estes alunos e funcionarios da UFERSA e que demonstraram consumo
periddico do queijo de coalho. Um total de 70 provadores participaram do teste. Os
queijos ndo apresentaram diferencas (p<0,05) quanto aos atributos sensoriais avaliados
(Figura 1) demonstrando que a adigdo da inulina além de garantir uma melhor textura aos

queijos ndo modificou a sua aceitacao.

ACEITACAO

TEXTURA AROMA

SABOR COR

-------- ST 8% weirenn C —T118%

Figura 1. Anélise sensorial dos queijos apos 2 dias de armazenamento (10 a 12°C). C
= queijo controle; 11 8% = queijo com leite integral e 8% de inulina, SI 8% = queijo
com leite semidesnatado e 8% de inulina.
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Em outras variedades de queijo a adi¢do da inulina também néo interferiu nas
caracteristicas sensoriais do produto, demonstrando a perspectiva de utilizacdo
tecnoldgica da inulina, como substituto da gordura, além de perspectivas de melhoria
nutricional (HENNELLY et al., 2006). As caracteristicas tecnoldgicas e nutricionais da
inulina sugerem a sua utilizacdo nos mais diversos alimentos, principalmente nos
derivados lacteos como os queijos, ndo interferindo nas caracteristicas e na aceitagdo dos
produtos, sendo uma boa base para elaboracdo de produtos mais saudaveis, que
correspondem a crescente demanda dos consumidores pela manutencéo e melhoria da
satde (KIP et al., 2006; MIOCINOVIC et al., 2011).

4.5 Concluséao

Este estudo demonstrou que a inulina pode ser utilizada como substituto de
gordura em queijo fresco, do tipo coalho, mantendo as suas caracteristicas
microbiolodgicas, quimicas e sensoriais semelhantes ao produto convencional, rico em
gordura. A utilizacdo da inulina em queijos melhora os seus atributos nutricionais,
atendendo a uma demanda dos consumidores por produtos com menores teores de

gordura e semelhantes aos integrais.
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APENDICE 1: FICHA DE ANAI:ISE SENSORIAL DOS QUEIJOS COM
SUBSTITUICAO PARCIAL DO SAL

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
Anélise sensorial de queijo de coalho

Data.

Idade:

Sexo:( )M ( )F

Voc estd recebendo quatro amostras codificadas,
Por favor, prove da esquerda para a direita com
intervalo de 20 segundos entre as amostras o faga a
sua avaliagiio, Entre uma amostra e outra faga a
limpeza da boca com égua © biscolto, Das quatro
amostras codificadas avalie cada atributo segundo 0
grau de gostar e desgostar utilizando a escala abaixo
e escreva ao lado de cada codigo a numeracglo
correspondente a sua avaliag#o:

Quanto a cor:

(9) gostei extremamente

(8) gostei moderadamente
(7) gostei regularmente

(6) gostei ligeiramente

(5) nio gostel, nem desgostei
(4) desgostei ligeiramente
(3) desgoste regularmente
(2) desgostel moderadamente
(1) desgostei extremamente

—

Quanto ao aroma:

- (9) gostei extremamente

A,

.(6) gostei ligeiramente
“+.~#(5) nflo gostel, nem desgostei

(8) gostei moderadamente
(7) gostei regularmente

(6) gostei ligeiramente

(5) ntto gostei, nem desgostei
(4) desgostei ligeiramente
(3) desgoste regularmente
(2) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente

—

Quanto ao sabor:

(9) gostei extremamente )

(8) gostei moderadamente

(7) gostei regularmente — )
—

(4) desgostei ligeiramente S B

(3) desgoste regularmente

(2) desgostei moderadamente

(1) desgostei extremamente

Quanto a textura:

(9) gostel extremamente

(8) gostei moderadamente
(7) gostel regularmente

(6) gostel ligeiramente

(5) nfio gostel, nem desgostel
(4) desgostei ligeiramente
(3) desgoste regularmente
(2) desgostel moderadamente
(1) desgostel extremamente

Apds avaliagiio de cada atributo, avalie globalmente
cada amostra segundo o grau de gostar ¢ desgostar
utilizando a escala abaixo ¢ escreva ao lado de cada
cédigo a numerago correspondente a sua
avallagfio:

(9) gostel extremamente

(8) gostel moderadamente

(7) gostel regularmente

(6) gostel ligeiramente

(5) nflo gostei, nem desgostei
(4) desgoste ligeiramente
(3) desgoste regularmente
(2) desgostei moderadamente
(1) desgostel extremamente

Das quatro amostras codificadas avalie cada uma
segundo & sua intengfio de compra utilizando a
escala abaixo e escreva 8o lado de cada codigo a
numeragio correspondente a sua avaliagio:

(7) compraria sempre

(6) compraria muito frequentemente
(5) compraria frequentemente

(4) compraria ocasionalmente

(3) comprara raramente

(2) compraria muito raramente

(1) nunca compraria

iz |
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APENDICE 2: FICHA DE ANANLISE SENSORIAL DOS QUEIJOS COM
ADICAO DE INULINA

UNIVERSIDADE FEDERAL RUR :
2 FEDERAL AL DO SEMI-AR|
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA Aer)IaAI

AVALIAGAO SENSORIAL DE QUENO COALHO

Sexo: M( )F( ) Idade: _ Data; / /

: o ) s ; 5 )
Vocé esta recebendo trés amostras codificadas. Por favor, prove da esquerda para a dircita com intery,

amostras ¢ faga a sua avaliagdo. Entre uma amostra ¢ outra faga a limpeza da boca com Agua ¢ biscoit 7lo de 20 segundos enire
a ¢ biscoito,

Das trés amostras codificadas avalic cada atributo segundo o grau de gostar e desgost

S g ar utilizando :
lado de cada codigo a numeragdo correspondente a sua avaliagdo: : a escala abaixo ¢ escreva ao

1-Desgostei muitissimo
2-Desgostei muito
3-Desgostei moderadamente
4-Desgostei ligeiramente
5-Nem gostei/Nem desgostei
6-Gostei ligeiramente
7-Gostei moderadamente
8-Gostei muito

9-Gostei muitissimo

Indique o quanto vocé gostou da COR das amostras:

Amostra ( ) Amostra ( ) Amostra ( )

Indique o quanto vocé gostou do AROMA das amostras:

Amostra ( ) Amostra ( ) Amostra ( )

Indique o quanto vocé gostou do TEXTURA das amostras:

Amostra ( ) Amostra ( ) Amostra ( )

Indique o quanto vocé gostou do SABOR das amostras:

Amostra ( ) Amostra ( ) Amostra ( )

A?(’?S avaliagdo de cada atributo, avalie a ACEITACAO GLOBAL de cada amostra segundo o grau de gostar e desgostar
utilizando a escala abaixo e escreva ao lado de cada codigo a numeragdo correspondente a sua avaliagdo:

Amostra ( ) Amostra ( ) Amostra ( )

INTENCAO DE COMPRA

Das ¢ i 1 - g .
e da";’,)sdf’m"s"as codificadas avalie cada uma segundo a sua intengdo de compra utilizando a escala abaixo e escreva ao lado de
180 a numeragdo correspondente a sua avaliagdo:

1-Certamente compraria
2-Provavelmente compraria
3-Tenho divida se compraria
4-Provavelmente nio compraria
S- Certamente nio compraria

G (?sna\( ) Amostra_____ ( ) Amostra

S
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