UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

GABRIEL BORTOLOTTO CARNEIRO

APLICAGAO DE QUITOSANA PARA CONTROLE MICROBIOLOGICO EM
QUEIJO COLONIAL ARTESANAL

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

FRANCISCO BELTRAO
2021



GABRIEL BORTOLOTTO CARNEIRO

APLICAGAO DE QUITOSANA PARA CONTROLE MICROBIOLOGICO EM
QUEIJO COLONIAL ARTESANAL

Application of chitosan for microbiological control in artisanal Colonial cheese

Trabalho de Conclusdo de Curso de
graduagéo apresentado como requisito para
obtencdo do titulo de Bacharel em
Engenharia de Alimentos da Universidade
Tecnologica Federal do Parana (UTFPR).

Orientadora: Profa. Dra. Fabiane Picinin de
Castro Cislaghi

Coorientadora: Profa. Dra. Andréa Catia Leal
Badaré

FRANCISCO BELTRAO
2021



GABRIEL BORTOLOTTO CARNEIRO

APLICAGAO DE QUITOSANA PARA CONTROLE MICROBIOLOGICO EM
QUEIJO COLONIAL ARTESANAL

Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduagdo
apresentado como requisito para obtengao do titulo de
Bacharel em Engenharia de Alimentos da
Universidade Tecnologica Federal do Parana
(UTFPR).

Data de aprovacao: 17/agosto/2021

Maria Helene Giovanetti Canteri
Doutorado
Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Ellen Porto Pinto
Doutorado
Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Fabiane Picinin de Castro Cislaghi
Doutorado
Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Andréa Catia Leal Badaré
Doutorado
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

FRANCISCO BELTRAO
2021

“A Folha de Aprovacéo assinada encontra-se na Coordenagéo do Curso.”



AGRADECIMENTOS

Agradeco imensamente a Universidade Tecnologica Federal do Parana pelo
apoio financeiro, através dos Editais 2/2019 — Apoio a execucédo de Trabalhos de
Conclusédo de Curso e 05/2020 — Apoio a projetos Destaques da UTFPR, para a
realizagao do presente trabalho.

Também sou grato ao produtor de queijo que disponibilizou seu tempo e

espaco para que esse trabalho pudesse ser executado.



RESUMO

CARNEIRO, Gabriel B. Aplicagao de quitosana para controle microbiolégico em
queijo Colonial artesanal. 2021. 39 f. Trabalho de Conclusao de Curso (Engenharia
de Alimentos). Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Francisco Beltrao, 2021.

A producgao de queijo Colonial artesanal tem grande influéncia social e cultural na
regidao Sul do Brasil. No entanto, a utilizacdo do leite cru como matéria-prima e
deficiéncias nas Boas Praticas de Fabricagdo podem contribuir para a ocorréncia de
contaminagdes por microrganismos como coliformes e Staphylococcus no produto. O
objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade da quitosana incorporada a massa
como controle microbiolégico em queijo Colonial artesanal. Os queijos foram
produzidos com leite cru em uma queijaria localizada na zona rural do municipio de
Francisco Beltrdo - PR. Apos a etapa de dessora e salga, foram separados quatro
quilos para as amostras controle, e nos outros quatro quilos foi adicionada quitosana
(1%). Foram realizadas analises fisico-quimicas de umidade, sélidos totais e acidez,
e microbioldégicas de Staphylococcus coagulase positiva, coliformes totais e
termotolerantes e bactérias acido laticas. De acordo com os resultados, a adicdo da
quitosana nao interferiu nas caracteristicas fisico-quimicas das amostras. Em relagcao
a avaliagdo microbiolégica, todas as amostras apresentaram valores baixos para
Staphylococcus coagulase positiva, dessa forma nao foi possivel determinar a
influéncia da quitosana no desenvolvimento desse microrganismo. A concentragao de
1% de quitosana se mostrou ineficiente em inibir o desenvolvimento de coliformes
totais. Também nao foi possivel avaliar a acdo da quitosana sobre coliformes
termotolerantes, pois todas as contagens foram baixas. Nao houve interferéncia da
quitosana no desenvolvimento de bactérias acido laticas.

Palavras-chave: Queijo Colonial artesanal. Quitosana. Agéo antimicrobiana. Leite
cru.



ABSTRACT

CARNEIRO, Gabriel B. Chitosan application for microbiological control in
artisanal Colonial cheese. 2021. Course Conclusion Paper (Food Engineering).
Universidade Tecnologica Federal do Parana. Francisco Beltrao, 2021.

The production of artesanal Colonial cheese has great social and cultural influence in
the southern region of Brazil. However, the use of raw milk and deficiencies in Good
Manufacturing Practices can contribute to the occurrence of contamination by
microorganisms such as coliforms and Staphylococcus in the product. The aim of this
study was to evaluate the applicability of chitosan incorporated into the curds as a
microbiological control in artisanal Colonial cheese. The cheeses were produced with
raw milk in a cheese factory located in the rural area of Francisco Beltrao - PR. After
the step of draining and salting, four kilograms were separated for the control samples,
and in the other four kilograms, chitosan was added. Physicochemical analyzes of
moisture, total solids and acidity, and microbiological analyzes of coagulase-positive
Staphylococcus, total and thermotolerant coliforms and lactic acid bacteria were
performed. According to the results, the addition of chitosan did not interfere with the
physicochemical characteristics of the samples. Regarding the microbiological
evaluation, all samples showed low values for coagulase-positive Staphylococcus.
Thus, it was not possible to determine the influence of chitosan in the development of
this microorganism. The 1% concentration of chitosan is shown to be inefficient in
inhibiting the development of total coliforms. It was also not possible to evaluate the
action of chitosan on thermotolerant coliforms, as the count was low. There was no
interference of chitosan in the development of lactic acid bacteria.

Keywords: Artisanal Colonial cheese. Chitosan. Antimicrobial action. Raw milk.
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1 INTRODUGAO

O queijo Colonial artesanal € um importante componente da cultura da regido
Sul do Brasil. Esse tipo de queijo, frequentemente produzido a partir de leite cru,
necessita de cuidados na cadeia produtiva devido a grande incidéncia de
microrganismos deteriorantes e patdégenos que diminuem a qualidade do produto e
oferecem riscos a saude humana. Para que seja possivel manter a tradigdo dos meios
de produgédo do queijo Colonial artesanal, faz-se necessario desenvolver métodos
eficientes de controle microbioldgico.

A presenca de microrganismos como Staphylococcus e coliformes em queijos
€ recorrente. O S. aureus pode estar presente no leite utilizado como matéria-prima,
proveniente de vacas com mastite, mas também devido a deficiéncias na higiene do
processo. Os coliformes sao oriundos principalmente de agua contaminada,
deficiéncias de higiene na ordenha e na fabricagdo do queijo. Dessa forma, constata-
se a importancia das Boas Praticas de Fabricacdo para a producao desse tipo de
alimento.

O uso de antimicrobianos em alimentos é necessario para conter a
disseminagao de doencas transmitidas por alimentos (DTA’s). De acordo com o
Ministério da Saude (2018), houve um total de 12.503 mil surtos de DTA’s entre 2000
e 2017, deixando 236.403 mil pessoas doentes. Muitos desses surtos sao causados
por bactérias como o S. aureus, capazes de produzir toxinas que causam nauseas,
vOmitos e diarreias em pouco tempo apdos a contaminagao.

Atualmente a demanda por produtos livres de aditivos sintéticos cresce de
forma acentuada entre os consumidores, baseada na busca por uma vida mais
saudavel. Dessa forma, as substancias naturais podem ser empregadas na industria
alimenticia para fornecer ao consumidor um produto de qualidade. Dentre essas
substancias esta a quitosana, um polissacarideo encontrado abundantemente na
natureza e que pode ser utilizado como antimicrobiano natural.

Dessa forma, este trabalho visa produzir um queijo Colonial artesanal com
quitosana dentro dos padrdes microbiologicos estabelecidos pela legislagao, indo ao
encontro das tendéncias contemporaneas de alimentos “mais naturais”, e também
proporcionar nova alternativa de controle microbiolégico aos produtores da regido, que

buscam oferecer um produto de qualidade a seus consumidores.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a aplicabilidade da quitosana incorporada a massa para controle

microbiolégico em queijo Colonial artesanal.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir queijo Colonial artesanal com quitosana incorporada a massa.

e Determinar a influéncia da quitosana na umidade e acidez do queijo produzido.

e Analisar a agdo da quitosana em inibir o desenvolvimento de Staphylococcus
aureus e coliformes.

¢ Avaliar a agao da quitosana nas bactérias acido laticas.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Queijo Colonial Artesanal

O Brasil foi responsavel pela producéo de aproximadamente 34,84 bilhdes de
litros de leite em 2019, sendo 12,45% dessa quantidade proveniente da produgao do
estado do Parana. A producgao de queijos no Brasil se manteve forte, mesmo em meio
as restricbes devido ao Coronavirus. Foram utilizados 8,746 bilhdes de litros de leite
para a produgdo de queijos em 2020, ano em que também houve aumento na
importacao, com variagdo de 11,3% do ano anterior (EMBRAPA, 2021). Mesmo o
queijo Colonial ndo sendo um dos principais tipos produzidos, sua importancia cultural
e econdmica deve ser evidenciada.

O queijo Colonial € um queijo artesanal produzido a partir da coagulagéo
enzimatica do leite cru ou pasteurizado, comercializado apds poucos dias de
maturacao e culturalmente consumido na regido Sul do Brasil. Devido a sua grande
importancia cultural, até os dias de hoje sua producédo esta atrelada as técnicas
artesanais, carregadas por geragdes em familias que utilizam a producédo do queijo
Colonial como forma de complementar a renda. A valorizagdo desse produto pelos
consumidores contribui para a sua comercializacdo e mantém aquecida a economia
das pequenas regides interioranas. A grande variedade de queijos Coloniais se da
pela diversidade de técnicas empregadas pelos produtores. Essas técnicas foram
desenvolvidas ao longo dos anos e transmitidas no ambito familiar, agregando
conhecimentos novos a cultura da regido (CASTRO-CISLAGHI; BADARO, 2019;
LAMPERT; AGNOL, 2019; BORDINI et al., 2020).

O queijo Colonial € um queijo semigordo ou gordo, de umidade média entre
35 e 50%, variavel de acordo com o tempo de maturacdo. Apresenta coloragao
amarelada uniforme, produzido sem o uso de corantes, sabor e odor caracteristicos,
brando, ligeiramente acido, pouco desenvolvido a pronunciado de acordo com o grau
de maturagdo. O formato tipico é cilindrico, mas alguns produtores elaboram o queijo
Colonial retangular (paralelepipedo). Sua textura € compacta, podendo apresentar
olhaduras. A consisténcia é semidura ou branda/macia, segundo o conteudo de
umidade, matéria gorda e grau de maturacao, de crosta fina ou de média espessura,
sem trincas (CASTRO-CISLAGHI; BADARO, 2021; PEREIRA, 2021).
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O termo “artesanal” refere-se a produgdo de forma tradicional, rustica, na
maioria das vezes em pequena escala, por familias. De acordo com o Decreto n°
9.918/2019 do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), produtos
artesanais sdo produtos comestiveis elaborados com matéria-prima de origem animal
de produgdo propria ou de origem determinada, elaborados com técnicas
predominantemente manuais por alguém que detenha o dominio integral do processo
produtivo. Os queijos produzidos dessa forma possuem sabores e aromas
caracteristicos, principalmente originarios da utilizagao do leite cru. A busca continua
por esses produtos esta correlacionada com a confianga que cresce entre o
consumidor e o produtor (SILVEIRA; TREVISAN, 2007; SEBRAE, 2008; BRASIL,
2019c).

Produtos alimenticios de origem animal fabricados de forma artesanal podem
ser identificados pela utilizagdo do selo ARTE, além do selo de inspecao oficial,
quando serao reconhecidos e comercializados em todo territério nacional. O selo
ARTE contempla alimentos produzidos através de técnicas tradicionais, com
vinculagao cultural e emprego de boas praticas agropecuarias e de fabricagdo que
garantem um produto seguro ao consumidor (BRASIL, 2019c; BRASIL, 2019e).

No entanto, algumas questdes afligem os produtores. A comercializagdo do
queijo Colonial muitas vezes ainda é clandestina, mas continua praticada por ser uma
forma de garantir um destino diferente ao leite produzido pelos agricultores,
contribuindo para a renda da familia. Também existe a caréncia de assisténcia técnica
para proprietarios de pequenas empresas. Ainda, a falta de informacgao dificulta o
aprimoramento da producgao e acarreta em falhas no produto, ocasionando perdas
econ6micas (IDE; BENEDET, 2001; SILVEIRA; TREVISAN, 2007).

A regido Sudoeste do Parana é a principal bacia leiteira do estado, estando
entre as dez mesorregides de maior produgao de leite do Brasil. As microrregides de
Francisco Beltrao, Capanema e Pato Branco tiveram destaque na producgao de leite
no ano de 2017 (EMBRAPA, 2019; EMBRAPA, 2021). A regido conta com um grande
numero de municipios produtores de queijo Colonial. A Figura 1 mostra que a maioria
dos pequenos produtores possuem cerca de 5 animais na produgao de leite,
fornecendo até 50 litros por dia (CASTRO-CISLAGHI et al., 2019).
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Figura 1. Percentual de propriedades em relagdo ao numero de animais que

possuem, regido Sudoeste do Parana, 2019.
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Fonte: Castro-Cislaghi et al. (2019).

A demanda por um produto livre de contaminagbes € uma preocupagao
comum entre os produtores de queijo Colonial, visto que todos eles devem respeitar
a legislagéo e fornecer um produto seguro e de qualidade para seus consumidores.
Nesse caso, analises laboratoriais frequentes sao requeridas e tém extrema
importancia. Embora a qualidade sanitaria do queijo Colonial seja uma preocupagao
constante, o consumo desse produto tem carater cultural e proporciona alegria, prazer
e bem-estar aos consumidores (STEINBACH et al., 2021).

3.2 Microbiota em Queijos Artesanais

A microbiota do queijo esta associada aos microrganismos presentes no leite
utilizado para sua fabricagao, bem como os microrganismos obtidos por contaminacao
decorrente de falhas nas Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). A Instru¢ao Normativa
n° 60, de 23 de dezembro de 2019, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) apresenta os parametros a serem respeitados acerca da quantidade de
microrganismos presentes nos queijos comercializados. De acordo com a IN, o
produto deve apresentar auséncia de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, além
de respeitar os limites de tolerancia para Staphylococcus coagulase positiva e E. coli,
de acordo com a umidade do queijo (BRASIL, 2019a).

Muitos produtores desejam produzir queijos utilizando leite cru, buscando um

produto com caracteristicas sensoriais superiores aos queijos de leite pasteurizado. A
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producdo de queijos com leite cru € permitida pela legislacdo brasileira, que
estabelece um tempo de maturagdo minimo de 60 dias, a uma temperatura maior que
5 °C. Para reduzir o tempo de maturagdo € necessario que analises feitas por 6érgaos
reconhecidos no Sistema Brasileiro de Inspecédo de Produtos de Origem Animal —
Sisbi/POA comprovem que essa alteragdo no tempo nao comprometera a qualidade
e inocuidade do produto. Essa possibilidade é restrita apenas a queijarias livres de
tuberculose e brucelose de acordo com o Programa Nacional de Controle e
Erradicagdo de Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT). Além disso, nessas
queijarias devem ser implementados o Programa de Controle de Mastite (detecgao de
mastite clinica e subclinica), analises do leite (composi¢ao centesimal, Contagem de
Células Somaticas — CCS e Contagem Bacteriana Total — CBT), o Programa de Boas
Praticas Agropecuarias (BPA) e de Fabricacdo (BPF) (controle de operadores,
controle de pragas e transporte adequado de produto). Também deve ser feito o
controle de potabilidade da agua utilizada na produgdo e implementada a
rastreabilidade de produtos (BRASIL, 2013; BRASIL, 2017; BRASIL, 2019d).

O queijo Colonial artesanal apresenta uma populagado microbiana diversificada,
devido ao fato de ser produzido a partir do leite cru e sem adigdo de um inéculo inicial
reconhecido (cultura starter) (CASTRO-CISLAGHI; BADARO, 2021). As bactérias
acido-lacticas sao encontradas no leite cru naturalmente, onde disputam
desenvolvimento com microrganismos patogenos, auxiliando na redugdo da
multiplicagao celular e producdo de toxinas. Além de contribuir como mecanismo de
defesa contra os principais microrganismos que podem contaminar o queijo (S.
aureus, Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli), as bactérias
acido-laticas sdo capazes de produzir substancias que afetam as caracteristicas
sensoriais do queijo, como alguns acidos e gas carbénico (JORDAN et al., 2014;
FUENTES FANEGAS et al., 2017; VICOSA et al., 2019).

A maturacdo é uma etapa de grande importancia para o queijo Colonial, pois
garante protecdo e caracteristicas sensoriais ao produto. E durante essa etapa que
0s microrganismos endogenos desejaveis se desenvolverao para disputar contra os
patdgenos e deteriorantes (indesejaveis). Alteragdes fisico-quimicas como redugao de
pH e umidade também auxiliam no controle microbiano devido a dificuldade que os
microrganismos tém em se desenvolver em ambientes improprios. As modificagdes

sensoriais desenvolvidas nessa etapa sao oriundas de transformagdes bioquimicas e
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proporcionam sabores e aromas caracteristicos que sao desejados pelos
consumidores (CASTRO-CISLAGHI; BADARO, 2019).

A contaminag&o microbiologica € responsavel por afetar economicamente a
industria, e causar inumeras doengas em consumidores. Mesmo com a utilizagdo de
leite pasteurizado, o queijo é regularmente associado a doencgas transmitidas por
alimentos, pois até chegar a mesa do consumidor, diversos estagios do
processamento sdo suscetiveis a contaminagao (FEITOSA et al., 2003; QUEIROZ et
al., 2018). Os microrganismos contaminantes mais prevalentes nos queijos artesanais
brasileiros sado coliformes e Staphylococcus (SOBRAL et al., 2017; CASTRO-
CISLAGHI; BADARO, 2019; CASTRO-CISLAGHI; BADARO, 2021).

Oliveira, Bravo e Tonial (2012) estudaram a sazonalidade como fator
interferente na composicéo fisico-quimica e fizeram uma avaliagdo microbiolégica de
queijos Coloniais da regido Sudoeste do Parana. As amostras foram coletadas de
quatro produtores diferentes, em supermercados e feiras livres. O resultado das
analises microbiolégicas mostrou que das 32 amostras, metade delas apresentaram
coliformes termotolerantes fora do padrdo estabelecido pela legislacdo, todas
apresentaram Staphylococcus coagulase positiva e 12,5% apresentaram Salmonella
sp. A partir desse resultado, pode-se considerar as amostras como improprias para o
consumo.

Antonello, Kupkovisk e Bravo (2012) avaliaram a qualidade microbioldgica de
queijos Coloniais comercializados em Francisco Beltrdo — PR. Quatro marcas de
queijo Colonial comercializadas em supermercados foram escolhidas aleatoriamente.
Dentre as 28 amostras analisadas, 17,85% apresentaram contaminagao por
Salmonella sp. e 82,14% apresentaram contagem acima de 5,0 x 103 UFC.g™" para S.
aureus. Houve presenca de Staphylococcus coagulase positiva em 50% das
amostras.

Da Silva et al. (2015) estudaram a qualidade microbioldgica e fisico-quimica
de queijos Coloniais com e sem inspegao, comercializados no Sudoeste do Parana.
Para a execucdo do estudo oito amostras foram coletadas, sendo duas de cada
servico de inspegdo (municipal, estadual e federal), e duas sem inspegao. Os
resultados mostraram que 50% das amostras estavam com contagem acima do
permitido pela legislagdo para coliformes totais e termotolerantes, sendo

caracterizadas como impréprias para o consumo. Para S. aureus, todas as amostras
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apresentaram valores inferiores a 1,0 x 10" UFC.g™!, estando em conformidade com a
legislagao.

Garcia et al. (2016) avaliaram a qualidade microbiolégica de 18 queijos frescos
artesanais comercializados na regido norte de Minas Gerais. Resultados apontam que
foi constatado contagem elevada de coliformes totais e termotolerantes em 89% das
amostras. Ao comparar resultados com a legislacao, 94% dos queijos analisados nao
estavam de acordo com os valores estipulados pela lei, ndo sendo aptos a serem
comercializados e/ou consumidos. Todas as amostras apresentaram valores de
contagem de S. aureus superiores ao estipulado pela legislagao.

Eckert e Webber (2016) analisaram o controle de qualidade microbiolégico de
queijos Coloniais artesanais maturados, comercializados na feira do pequeno produtor
da cidade de Cascavel — PR. Das cinco amostras coletadas, apenas uma das
amostras ndo apresentou conteudo de coliformes termotolerantes. Para S. aureus,
todas as amostras obtiveram resultado positivo.

Ribas (2019) analisou a qualidade microbiologica de 8 queijos Coloniais
produzidos por diferentes produtores do municipio de Roque Gonzales-RS. De acordo
com os resultados, trés amostras apresentaram contagem de coliformes totais
superior ao previsto por lei, e apenas uma amostra apresentou contagem de
coliformes termotolerantes superior ao previsto por lei. Todos os queijos apresentaram
quantidade expressiva de microrganismos mesofilos aerdbios, bolores e leveduras,
indicando falhas nas Boas Praticas de Fabricacao.

Tavares et al. (2019) estudaram a qualidade de queijos Coloniais artesanais
produzidos e comercializados no Sul do Rio Grande do Sul. Das 30 amostras
avaliadas, apenas quatro estavam dentro dos padrdes microbiologicos exigidos pela
legislagcdo. De 26 amostras consideradas fora do padrao, 24 apresentaram contagem
acima do permitido para Staphylococcus coagulase positiva. Em relagdo aos
coliformes termotolerantes, 13 amostras estavam fora do padrao.

Bordini et al. (2020) fizeram uma avaliagdo microbiolégica de queijo tipo
Colonial mediante presenca ou auséncia de certificacdo comercial no Sul do Brasil.
As 18 amostras foram coletadas simulando situagao real de compra, sendo 12 em
feiras livres e 6 no comercio varejista, em Pelotas — RS. Uma das amostras do
comércio varejista ndo estava sob refrigeracdo e todos os queijos das feiras livres
estavam expostos ao ambiente e sem controle de temperatura. Dentre as amostras

das feiras livres, apenas duas possuiam embalagem. As analises mostram que 66,6%
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dos queijos do comércio varejista e 100% dos queijos de feiras livres apresentaram
contagens acima de 1,0 x 10® UFC.g" para coliformes totais. Para coliformes
termotolerantes, 16,6% das amostras do comercio varejista e 75% das feiras livres
apresentaram contagem acima do limite estipulado pela legislacdo. Todas as
amostras do comércio varejista apresentaram contagem dentro do padrdo para
Staphylococcus coagulase positiva, enquanto 7 das 12 amostras das feiras livres
apresentaram valores acima do recomendado, sendo consideradas improprias para o
consumo. Ao fim do estudo, 11 das 18 amostras foram caracterizadas como
impréprias para o consumo.

A contaminacado de S. aureus no gado leiteiro é responsavel pela grande
quantidade de animais com mastite bovina, e que produzem leite de baixissima
qualidade. Além de causar doenga em animais, o S. aureus esta fortemente
relacionado aos surtos provocados por microrganismos estafilococos em humanos.
Quando em condi¢cdes adequadas, o S. aureus é capaz de produzir enterotoxinas
estafilococicas resistentes ao calor, inutilizando o efeito do tratamento térmico
empregado como barreira tecnoldgica ao leite. E importante ressaltar que o
microrganismo n&o € capaz de produzir toxinas quando esta no organismo do ser
humano, apenas no alimento. As doengas relacionadas a essas toxinas causam
sintomas como febre, diarreia, vomito e em casos extremos, a morte. Esses sintomas
ocorrem quando a quantidade de enterotoxinas atinge 100 ng, produzidas por
populagbes de microrganismos maiores que 10° UFC.g"' (BELOTI, 2015; JOHLER;
ZURFLUH; STEPHAN, 2016; MESQUITA et al., 2019).

Os coliformes podem ser divididos entre coliformes totais (capacidade de
fermentar a lactose e produgéo de acido e gas a 30 °C) e termotolerantes (capacidade
de fermentar a lactose e producédo de acido e gas a 45 °C). Durante a ordenha, a
contaminagao por coliformes pode ocorrer em diversas situagdes, pois podem estar
presentes nas maos dos trabalhadores, na superficie de equipamentos e do ubere da
vaca, na agua e nos tanques de armazenamento. E possivel reduzir a contaminacéo
durante a ordenha com a higienizagdo adequada e a utilizagdo de agentes
desinfetantes. Os principais sintomas relacionados aos coliformes sido dores
abdominais, diarreia, nausea e vomito. Alguns casos mais severos podem ocasionar
diarreia com sangue e problemas no figado, podendo levar pessoas idosas em risco
a morte (MULINARI; ROSOLEN; ADAMI, 2017; WANJALA; NDUKO; MWENDE, 2018;
CALS, 2021).
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3.3 Quitosana

A quitosana € um heteropolissacarideo obtido naturalmente ou a partir da
desacetilagdo da quitina, sendo um dos mais abundantes na natureza, encontrado
majoritariamente no exoesqueleto de crustaceos, como camarao e caranguejo, € na
parede celular de alguns fungos. Sua estrutura é composta por unidades 2-amino-2-
desoxi-D-glicopiranose e 2-acetoamido-2-desoxi-D-glicopiranose conectadas a partir
de ligagdes glicosidicas 3-1,4 (Figura 2). A matéria-prima utilizada, juntamente com
diferentes binbmios de tempo/temperatura, interferem diretamente nas caracteristicas
fisico-quimicas da quitosana, afetando suas propriedades funcionais. Diferente da
quitina, a quitosana é soluvel em solug¢des acidas diluidas. Em situagcdes em que o pH
€ maior que 6,0, a quitina perde sua carga pela desprotonagéo das aminas presentes
em sua estrutura, perdendo sua capacidade de solubilizagdo nesse meio (GUERRA-
SANCHE?Z et al., 2009; AHMAD SHIEKH et al., 2013; FONSECA, 2016).

Figura 2. Representacao da estrutura da quitosana.

CH,OH CH-,OH

O O

SH O OH O

NH; NH,

Fonte: Santos (2004).

O processo de obtencdo da quitosana ocorre apdés a desproteinizacédo e
desmineralizacdo da quitina. A desacetilagao é realizada em altas temperaturas, com
a utilizacao de hidréxido de aménia. Quando a desacetilagdo € realizada com a
matéria-prima em estado sélido, a estrutura molecular cristalina possibilita a formagao
de irregularidades na estrutura da quitosana (AZEVEDO et al., 2007; WESKA et al.,
2007; FONSECA, 2016).

A massa molar média, disposi¢cao dos grupos reagentes e o grau médio de
acetilacado sdo exemplos de elementos que interferem em propriedades fisico-
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guimicas como solubilidade e viscosidade. A quitosana possui grande capacidade de
formagao de gel, umedecimento e enrijecimento e pode ser usada como auxiliar na
floculagdo de proteinas. Por ter grupos amino bem reativos pode ser utilizada no
tratamento de aguas residuais como quelante de metais pesados. Em comparacgéo
com membranas de acetato de celulose, as membranas de quitosana sdo mais
eficazes em bloquear a passagem de oxigénio, nitrogénio e diéxido de carbono
auxiliando no prolongamento da vida de prateleira de alimentos (PETER, 1995;
SANTOS, 2004).

Por ser um polimero natural, ndo-toxico e de grande biodegradacao, a
quitosana € aplicada em areas da biomedicina, agricultura, veterinaria e em alimentos,
como exemplo, em revestimento para garantir ao produto maior qualidade e vida-de-
prateleira. Por ter capacidade de interferir nas propriedades da membrana de
microrganismos e alterar o balango osmotico de dentro da célula, a quitosana tem
grande potencial como agente bactericida e bacteriostatico (GOY; BRITTO; ASSIS,
2009; LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

3.3.1Acao antimicrobiana da quitosana

A demanda pela utilizagao de ingredientes naturais em alimentos propulsiona
os estudos sobre a agao antimicrobiana da quitosana. Os mecanismos de atividade
antimicrobiana da quitosana podem diferir em bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Para as gram-positivas, como o S. aureus, a quitosana de médio a alto
peso molecular tende a se acumular e formar uma superficie polimérica em volta da
célula, bloqueando a passagem de substancias. Ja para as gram-negativas, a
quitosana de menor peso molecular penetra na célula e altera as condicbes
fisioldgicas. Como alternativa, a utilizacdo de nanoparticulas de quitosana se torna
notavel devido a superficie de carga negativa da célula bacteriana reagir com as
nanoparticulas carregadas positivamente, sendo elas absorvidas, assim rompendo a
membrana e matando a célula bacteriana (ZHENG; ZHU, 2003; Ql et al., 2004).

Pesquisa realizada por Guerra-Sanchez et al. (2009) mostrou que a quitosana,
em baixas concentragbes (até 3,0 mg.mL"), pode inibir o crescimento micelial de
fungos Rizhopus stolonifer. O tipo e a concentracdo de quitosana sao fatores que
afetam a acéo inibitoria em microrganismos, como citado por Lou et al. (2011), em um

estudo sobre a agéo antimicrobiana da quitosana em Burkholderia seminalis.
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Em alimentos, Silva et al. (2019) estudaram a viabilidade do revestimento de
quitosana de alto peso molecular como controle antimicrobiano em carnes in natura,
onde foi constatado que o revestimento de quitosana a 2% foi eficaz em diminuir a
quantidade de células de S. aureus e Salmonella enterica. O emprego da quitosana
como revestimento também foi eficaz em cerejas (TOKATLI; DEMIRDOVEN, 2020),
peixe sargo japonés (EBADI et al., 2019) e em magas minimamente processadas e
resfriadas (KARAGOZ; DEMIRDOVEN, 2019).

Casemiro et al. (2019) avaliaram a aplicabilidade da quitosana pura e
associada a extratos vegetais para o controle pds-colheita de Colletotrichum
gloeosporioides em maméao formosa. Os resultados mostraram que, para esse
microrganismo, a quitosana associada ao extrato aquoso de cravo-da-india ou canela
foi mais eficaz que a quitosana pura. A jungcdo do dleo essencial de cravo com
nanoparticulas de quitosana também reduziu a ocorréncia de contaminagao fungica
em arilos de romas, além de preservar caracteristicas fisico-quimicas como peso, pH,
solidos soluveis totais e atividade antioxidante (HASHEMINEJAD; KHODAIYAN,
2019).

Franco et al. (2020) estudaram a influéncia da quitosana na acao
antimicrobiana e nas propriedades mecanicas e de barreira da blenda polimérica
amido/quitosanalfibra de cana-de-agucar contra E.coli. Os filmes foram preparados
utilizando a técnica de “casting” com 3 g de amido/100 g de solugao filmogénica, 30 g
de glicerol/100 g de amido, 15 g de fibra de cana-de-agucar/100 g de amido e com
concentracao de quitosana variando entre 0,0 (controle), 0,25, 0,5 e 1,0 g/100 g de
solucdo filmogénica. Resultados mostram que a adigdo da quitosana até a
concentragdo de 0,5 g/100 g de solugéo filmogénica aumentou as propriedades
mecanicas, tendo uma queda na eficacia na concentracao de 1,0 g/100 g de solugéo
filmogénica. Em contrapartida, o aumento da concentragao piorou as propriedades de
barreira, aumentando a permeabilidade de vapor d’agua, quando comparado ao
controle. Em relacdo a atividade antimicrobiana, quanto maior a concentragao da
quitosana no filme, menor a multiplicacao de células de E.coli.

Silva et al. (2020) analisaram a eficacia do revestimento de monocamada de
quitosana contra patégenos em carne bovina fresca. Os filmes foram preparados com
concentracdes de quitosana de 1,0, 1,5 e 2,0%. A atividade microbiana da quitosana
foi observada pela formagao de halos de inibigdo, sendo o melhor resultado escolhido

para ser aplicado como revestimento nas amostras de carne. Na carne, foram
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separados os grupos de cada microrganismos (E.coli, Salmonella enteriditis e L.
monocytogenes) e o grupo controle. Resultados mostram que o halo de maior inibigéo
foi o de 2,0% de quitosana, variando de 16 a 22 mm. O revestimento com 2,0% de
quitosana foi eficaz na redu¢do da multiplicagdo dos trés patdégenos estudados.

O estudo realizado por Brazeiro et al. (2018) teve como objetivo observar a
acao antimicrobiana de filmes de gelatina com quitosana contra S. aureus em tilapia
obtida em mercado local. Os filmes sem adigdo de quitosana (controle) e com adigao
de quitosana foram produzidos utilizando a técnica de “casting”. Resultados indicam
qgue nao houve multiplicagdo de S. aureus nas amostras, concluindo que a quitosana
€ um agente de acao antimicrobiana satisfatoria.

Em queijos, as analises realizadas por Altieri et al. (2005) evidenciaram a agéo
positiva da quitosana como controle microbiano em mugcarela. Foram produzidos
queijos sem quitosana como amostra controle e queijos com quitosana. Durante a
producao do queijo com quitosana, foi preparada uma solugao de quitosana com soro
de leite e adicionada ao restante do leite. Resultados mostraram que a adicdo da
quitosana ao leite (concentragdo final de 0,075%) reduziu a quantidade de
microrganismos indesejaveis, como coliformes, em diferentes etapas da produgao do
queijo, mas nao tiveram um efeito significativo em bactérias acido-lacticas. Na
avaliacao sensorial, ndo houve diferenca entre as amostras sem adicdo e com
quitosana. Desse modo, a utilizagdo da quitosana para prolongar a vida de prateleira
do queijo mucarela € uma alternativa viavel.

Em ricota, Di Pierro et al. (2011) estudaram a acado de um filme de quitosana
e proteina do soro do leite com intuito de prolongar a vida de prateleira. Os filmes
foram aplicados em ricotas coletadas de um laticinio local em Salerno, Italia. As
analises microbioldgicas mostraram que as amostras com revestimento de quitosana
e proteina do soro tiveram menor contagem para microrganismos mesofilos,
psicrotroficos e bactérias acido-laticas que as amostras sem revestimento (controle).
Também é evidenciado que o limite aceitavel desses microrganismos nunca foi
ultrapassado nas amostras com revestimento. Com esses resultados, foi concluido
que o revestimento de quitosana com proteina do soro do leite pode ser efetivo no
prolongamento da vida de prateleira da ricota.

Em queijo Minas frescal, estudos realizados por Pereira (2013) e Pereira et al.
(2018) mostraram que o revestimento de quitosana auxiliou no controle microbiano de

S. aureus, sendo o revestimento com 20% de quitosana mais eficaz que o
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revestimento com 5%. As amostras com revestimento de 20% de quitosana
apresentaram menores valores de umidade em relagdo as amostras com revestimento
de 5% e sem revestimento, resultado relacionado com a hidrofilicidade da quitosana.
Quanto a alteragao nas caracteristicas sensoriais, o teste de comparacéo pareada
mostrou que ha diferenca entre as amostras com revestimento de 5 e 20% de
quitosana, mas as duas apresentaram boa aceitacdo. Também foi avaliada a agéo
antibacteriana da quitosana sob cepas patogénicas de S. aureus. Para isso, 1 mL de
solugédo de cepas de S. aureus foram inoculadas em 5 mL caldo queijo com varias
concentragdes de quitosana (10 mg.mL-', 5 mg.mL-', 2,5 mg.mL"", 1,25 mg.mL"' e
0,625 mg.mL-") para determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragao Bactericida Minima (CBM). Segundo resultados, a CIM encontrada foi
de 2,5 mg.mL"", sendo a menor concentragdo capaz de inibir o desenvolvimento da
cepa no caldo queijo. A CBM foi de 5 mg.mL"" pois essa foi a quantidade em que nao
ocorreu desenvolvimento no caldo e nem em meio sélido.

Maia (2013) estudou os efeitos da quitosana em pé adicionada na massa de
queijo de Coalho, em concentragdes de 2, 3, 4 e 6%. De acordo com os resultados,
as concentracbes de 4 e 6% afetaram as caracteristicas sensoriais do produto,
reduzindo a qualidade ao provocar coloragdo, odor e texturas inadequados. As
analises microbiologicas realizadas em amostras controle (sem adigdo), amostras
com 1,5% de quitosana e amostras com 3% de quitosana apresentaram resultados
dentro do estipulado pela legislagao devido a qualidade da matéria-prima e a aplicagéo
das Boas Praticas de Fabricagdo. A analise sensorial realizada com as amostras de
0, 1,5 e 3% de quitosana mostrou que a preferéncia dos julgadores foi pela amostra
controle, seguida da amostra com 1,5% e por ultimo a amostra com 3% de quitosana.

Em queijo de coalho, o estudo de Oliveira (2015) teve como objetivo avaliar a
bioatividade da quitosana como cobertura comestivel na inibicdo de L.
monocytogenes. O gel de quitosana foi aplicado em cubos de queijo nas
concentragdes 15 mg.mL"", 10 mg.mL-' e 5 mg.mL"". Concluiu-se que a cobertura de
quitosana propiciou contagens microbianas inferiores aos queijos controle.

Barros (2017) e Barros et al. (2019) avaliaram a aplicabilidade da quitosana
em diferentes concentragées em queijo de coalho como revestimento comestivel e
incorporada a massa para controle de crescimento da cepa de S. aureus ATCC 6538.
Os resultados relatam que a acgédo antimicrobiana é efetiva principalmente nas

concentragbes de 4 mg.g”' quando adicionada na massa, e 15 mg.mL"' quando
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utilizada como revestimento comestivel. A analise sensorial se mostrou satisfatéria
para os parametros de qualidade global, cor, aroma, textura e sabor, sendo as
amostras com quitosana adicionada & massa em concentragdo de 4 mg.g™' a que teve
maior aceitagao.

Lima (2018) avaliou a bioatividade da quitosana incorporada a massa
(concentragdes de 1, 2 e 4 mg.g™') e como revestimento (5, 10 e 15 mg.mL") na
inibicdo da microbiota mesadfila em queijo de coalho. De acordo com os resultados é
possivel observar que quanto maior a concentragdo de quitosana incorporada a
massa, maior € a inibicao da multiplicagdo dos microrganismos, sendo a concentragao
de 4 mg.g' a mais efetiva em todas as etapas. Em relagdo a cobertura de quitosana,
0 aumento da concentracdo também obteve maior inibicdo da multiplicagcdo de
microrganismos, sendo a concentragdo de 15 mg.mL" a mais efetiva até o fim das

analises.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Fabricacao dos Queijos e Adicao de Quitosana

Os queijos Coloniais artesanais foram produzidos em uma queijaria, com
Sistema de Inspec¢do Municipal (SIM), localizada na zona rural do municipio de
Francisco Beltréo, regido Sudoeste do Parana.

Foram produzidos 8 kg de queijo com aproximadamente 70 litros de leite cru,
coalho liquido (coagulante quimosina microbiana) e iogurte natural. Apds a etapa de
dessora e salga na massa, foram separados 4 kg de massa para adigao de quitosana
(1%) e 4 kg de massa para producdo dos queijos controle (sem adi¢gao de quitosana).
A concentracao de quitosana foi definida a partir de dados da literatura, considerando
efetividade da acdo antimicrobiana e caracteristicas dos queijos observadas por
outros autores.

Foi utilizada quitosana comercial de médio peso molecular (190 — 310 KDa),
com grau de desacetilagao de 75 - 85% (Sigma-Aldrich, SP, Brasil). A quitosana em
po foi dissolvida em uma pequena quantidade de soro e adicionada a massa do queijo.

A maturagado dos queijos ocorreu na queijaria, em camara fria (5 a 12 °C), e
as amostras foram coletadas nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias de maturagao para
realizacdo das analises. Em cada periodo foram selecionadas, de forma aleatoria
simples, 2 pecgas de queijo controle (denominado como C) e 2 pegas de queijo com

quitosana (denominado como Q), totalizando 16 pegas de queijo.
4.2 Analises Fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas no LGQ Laboratérios, situado na
cidade de Francisco Beltrdo-PR. Foram determinados os teores de umidade e solidos
totais de acordo com o método descrito pela IDF 4:2004 e acidez (% acido latico) de
acordo com o método 920.124 descrito pela AOAC (2019).

4.3 Analises Microbiologicas

As analises microbioldgicas foram realizadas no LGQ Laboratérios, situado na

cidade de Francisco Beltrdo-PR. Para a determinagao de Staphylococcus coagulase
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positiva foi utilizado o método descrito pela ISO 6888-1:1999, coliformes totais por
método descrito na Instrugdo Normativa n°® 30/2018 do MAPA (BRASIL, 2018),
coliformes termotolerantes pelo método descrito na ISO 4832:2006 e bactérias

lacticas pelo método descrito no APHA (2015).

4.4 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no Minitab Statistical Software
(2021). Para determinar se os dados seguem distribuicao normal foi utilizado o teste
de normalidade de Ryan-Joyner. A avaliacdo da existéncia de diferenca significativa
durante os periodos de maturagéo foi realizada com a utilizagdo da ANOVA (p=<0,05)
e Teste Tukey como forma de comparagcdo multipla. O Teste t de Student para duas
amostras foi utilizado para determinar diferenga significativa (p<0,05) entre as

amostras no mesmo periodo de maturagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises Fisico-quimicas

Os resultados das analises fisico-quimicas estao apresentados na Tabela 1.
As amostras C0O, C15 e QO apresentaram umidade entre 36 e 45,9%, caracteristica
de queijos de média umidade. As demais amostras apresentaram valores menores
que 35,9%, sendo classificadas como queijos de baixa umidade (BRASIL,1996).

Como esperado, houve redugado na umidade dos queijos ao longo da maturacgéo.

Tabela 1. Umidade, sodlidos totais e acidez de queijo Colonial artesanal controle (C) e

com quitosana (Q) durante a maturagao.

Dias de maturacgao
0 15 30 45

C 45,34 + 0,36** 36,43 £ 0,79°* 32,29 + 1,394 28,67 + 1,41

Amostra

Umidade

(g/1009) Q 4387+ 0,41°" 32,85+ 0,03 30,52+ 0,39 30,79 + 0,95%A
Sélidos c 5467 +036 6357+079 67.71+1,39%A 7134 +1.41%
Totais

(9/100g) Q 56,13+ 0,41 67,15+ 0,03** 69,48+ 0,39%* 69,21 + 0,954
c

. 0,41 + 0,142A 0,63 + 0,03 0,69 + 0,012A 0,69 + 0,15
Acidez

(g/1009) ¢4 0,37+001" 063+0,03* 066+0,10% 0,57 +0,03%

Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras minusculas diferentes na mesma linha
indicam diferenga significativa para o queijo individualmente nos diferentes periodos de maturacao
(Teste de Tukey, p < 0,05). Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa entre os queijos no mesmo periodo de maturacéo (Teste t, p < 0,05) para cada parametro
analisado.

Em 45 dias de maturacdo, as amostras controle apresentaram reducao de
umidade de 17,67%, enquanto as amostras com quitosana de 13,1%. A diminui¢cao
da umidade durante o periodo de maturagcdo também foi observada no trabalho
realizado por Santos (2016), que estudou os efeitos do periodo de maturagao de
queijos produzidos com leite cru sobre a microbiota deteriorante e L. monocytogenes.
Os teores de umidade das amostras diminuiram de 65 para 17% em um periodo de

maturacao de 60 dias.
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Nao houve diferenca significativa entre as amostras controle e com quitosana
em nenhum dos periodos avaliados. Dessa forma, a adicédo de 1% de quitosana a
massa néo interferiu na umidade do queijo Colonial artesanal.

Em queijo de coalho, o aumento da concentragdo de quitosana (1,5 e 3%)
ocasionou a diminuigdo da umidade dos queijos em relagdo as amostras controle
(MAIA, 2013). Oliveira (2015) observou que entre queijos de coalho revestidos com
cobertura de quitosana de 5, 10 e 15 mg.ml-!, apenas as amostras com revestimento
de 5 mg.ml' tiveram menor umidade que o controle. Por outro lado, no estudo de
Pereira (2018), com queijo Minas frescal, as amostras imersas em gel com 5 e 20%
de quitosana apresentaram valores diferentes de umidade do que as amostras
controle, sendo que as amostras imersas em 20% de quitosana obtiveram a menor
umidade, seguido das amostras imersas em 5%.

A acidez variou de 0,41 a 0,69% para as amostras controle, e de 0,37 a 0,66%
para as amostras com quitosana. As amostras CO e Q0 apresentaram os menores
valores para acidez. O queijo estudado é produzido com a adi¢gdo de iogurte natural
ao leite. Dessa forma, era esperado um queijo levemente acido. Lima e Leal (2017)
observaram valores de acidez de queijos artesanais entre 0,14 e 0,92%. Em queijo de
coalho, Barros (2017) encontrou variagdo de acidez de 0,12 a 0,31% para as amostras
controle e acidez de 0,22% para as amostras com 4 mg.g-' de quitosana incorporada
a massa.

A acidificagdo do queijo ocorre devido ao processo de conversao da lactose
em acido latico pelas bactérias acido laticas. O aumento da acidez traz beneficios
como o controle de microrganismos indesejaveis, interfere na acdo do coagulante e
em enzimas durante a maturacéo e afeta a sinérese durante a dessora (DE PAULA,;
CARVALHO; FURTADO, 2009).

A adicao de quitosana a massa nao interferiu na acidez do queijo, pois néo
houve diferenga significativa entre as amostras C e Q em nenhum periodo avaliado.
Esse resultado € semelhante ao apresentado no estudo de Maia (2013), no qual nao
houve diferenca na acidez para trés concentragdes de quitosana incorporada a massa
de queijo de coalho. O estudo de Oliveira (2015) mostra que apenas os queijos de
coalho com revestimento de 5 e 10 mg.g™' apresentam valores menores para acidez

que o controle, e as amostras com 15 mg.g™' foram iguais.
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5.2 Analises Microbiolégicas

5.2.1 Staphylococcus coagulase positiva

Todas as amostras apresentaram contagens menores que 1,0 x 10" UFC.g"
para Staphylococcus coagulase positiva, em conformidade com a legislagao (BRASIL,
1996; BRASIL, 2019a). Esse resultado, em amostras controle, € um indicativo de BPA
e BPF que resultam em um leite e queijo de boa qualidade e com baixa contaminagao.
Valores baixos em analises de microrganismos patdogenos séao muito importantes em
queijos produzidos com leite cru. Dessa forma, n&o foi possivel determinar a acéo
antimicrobiana da quitosana a 1% incorporada a massa no desenvolvimento desse
microrganismo no queijo estudado.

Resultados similares foram observados por Maia (2013), em queijo de coalho,
em que obteve contagem menor que 102 UFC.g" de Staphylococcus coagulase
positiva nas amostras controle, com 1,5 e com 3% de quitosana. Oliveira (2015)
também obteve contagem menor que 10 UFC.g"' para Staphylococcus coagulase
positiva em amostras controle e amostras revestidas com 5, 10 e 15 mg.ml-' de
quitosana.

Os resultados obtidos por Barros (2017) mostram que a concentracéo de 4
mg.g™' de quitosana incorporada na massa de queijo Coalho foi mais eficaz que 1 e 2
mg.g™' frente a S. aureus. Estudo realizado por Pereira et al. (2018) indica que a
cobertura de quitosana de 5 e 20 mg.g' controlou o desenvolvimento de S. aureus em
queijo Minas frescal até o 20° dia. As amostras com cobertura de 20 mg.g™’

apresentaram menores contagens de S. aureus desde o primeiro dia.

5.2.2 Coliformes totais e termotolerantes

A Figura 3 apresenta as curvas de sobrevivéncia de coliformes totais nas
amostras de queijo Colonial artesanal nos quatro periodos de maturagao. As amostras
coletadas no primeiro periodo do estudo (CO e QO) apresentaram as maiores
contagens de coliformes totais. A curva de sobrevivéncia das amostras controle
apresentou maior declinagdo que a curva das amostras com quitosana. Durante o

periodo de maturagédo, houve uma redugédo na quantidade desses microrganismos,
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como mostra a linha de tendéncia da curva, e as amostras com a menor contagem de

coliformes totais foram as amostras do ultimo periodo analisado (45 dias).

Figura 3. Curva de sobrevivéncia de coliformes totais em queijo Colonial artesanal

controle (C) e com adigédo de quitosana (Q) durante a maturacéo.
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Fonte: Autoria Propria (2021)

De acordo com a Tabela 2, nenhuma das amostras esteve em conformidade
com a legislagao para coliformes totais em 45 dias de maturagdo (BRASIL, 1996).
Para estimar a quantidade de dias de maturacido necessarios para as amostras
atingirem contagem abaixo do valor maximo permitido pela legislagao, o céalculo das
equacgdes apresentadas na Figura 3 foi realizado. Para as amostras controle seriam
necessarios 60 dias de maturagao, e para as amostras com quitosana, 264 dias.

No entanto, de acordo com os novos padrdes microbiolégicos para alimentos
da Anvisa (IN n° 60/2019), que entraram em vigor em dezembro de 2020, para queijos
nao sdo mais exigidas analises de coliformes totais, somente de Escherichia coli
(BRASIL, 2019a). A presenca de certos coliformes no meio ambiente diminuiu a
associagao dos coliformes como um grupo indicador de contaminacao fecal. A E. coli
também pode ser encontrada no meio ambiente, mas sua origem é provavelmente
intestinal e, portanto, € um indicador adequado de higiene e de contaminagao fecal
(METZ; SHEEHAN; FENG, 2020).
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Tabela 2. Analises de coliformes totais em queijo Colonial artesanal controle (C) e

com quitosana (Q) durante a maturagao.

Dias de maturagao

Amostras
0 15 30 45
C 444 +0,012A 422 +0,06°4 4,11 +0,05*A 3,85+ 0,018
Q 433 +0,042A 4,31+0,042A 4,32+0,032A 4,20+ 0,043

Resultados expressos como média + desvio padrao (log UFC.g"). Letras minusculas diferentes na
mesma linha indicam diferenga significativa para o queijo individualmente nos diferentes periodos de
maturagédo (Teste de Tukey, p < 0,05). Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam
diferencga significativa entre os queijos no mesmo periodo de maturagéo (Teste t, p < 0,05).

A maturagcdo € uma etapa de extrema importancia para queijos produzidos
com leite cru. Estudo realizado por Pereira (2019) mostra a redu¢do da contagem de
coliformes totais ao longo do periodo de maturagdo, em que todos os tratamentos
apresentaram contagem média menor que 1 log UFC.g" aos 60 dias de maturagao.

Apenas houve diferencga significativa (p<0,05) entre as amostras controle e
com quitosana no quarto periodo de estudo. Provavelmente seria possivel analisar
uma diferenga maior entre as contagens com um periodo de estudo mais prolongado.
A concentracao de quitosana estudada nao foi eficiente em reduzir coliformes totais,
pois a média das contagens das amostras com quitosana foi maior que a das amostras
controle, aos 45 dias de maturagao.

Em seu estudo, Altieri et al. (2005) ndo encontraram diferenga na contagem
de coliformes em queijo mucgarela controle e com quitosana, porém mesmo nao
estatisticamente significativas, as contagens de coliformes foram menores nas
amostras com quitosana do que nas amostras sem, em todas as analises, resultado
diferente do encontrado neste estudo.

A presenga de coliformes esta relacionada com a higiene do processo de
producao e com a qualidade da agua utilizada. Quando ha contaminagdo em grande
quantidade com esses microrganismos, pode ocorrer o estufamento precoce do queijo
devido a fermentagao da lactose e produgao de gas carbdnico, causando rachaduras
e odor caracteristico.

Resultados similares foram observados por outros autores para queijos
artesanais. Araujo (2017) pesquisou coliformes totais e termotolerantes em dez
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amostras de queijos tipo coalho produzidos com leite cru na Regidao do Agreste
Paraibano e os resultados mostram que todas as amostras apresentaram contagem
de coliformes totais e termotolerantes acima do permitido pela legislacdo. Wagner et
al. (2016) pesquisaram parametros microbioldgicos do leite e do queijo artesanal
Serrano no RS em trés periodos de maturagdo. De acordo com os resultados da
pesquisa, o menor indice de microrganismos foi no ultimo periodo da maturacéo (60
dias).

Os valores obtidos para coliformes termotolerantes foram abaixo de 1,0 x 10°
UFC.g" para todas as amostras. A baixa contagem de coliformes termotolerantes das
amostras pode estar relacionada com as BPF’s empregadas durante as etapas de
obtencdo do leite e fabricagdo dos queijos. Maia (2013) também nao observou
contaminagao por coliformes termotolerantes, apresentando contagens menores que
3 UFC.g" nas amostras controle, com 1,5% e com 3% de quitosana.

Beninca et al. (2020) analisou a relagao entre as Boas Praticas de Fabricagao
e a qualidade microbiologica de queijo Colonial artesanal. O estudo mostra que o
indice de nao-conformidades nas condigdes higiénico-sanitarias das industrias
durante a fabricagcdo dos queijos tem relacdo direta com o indice de néo-

conformidades na carga microbiolégica patogénica nos produtos.

5.2.3 Bactérias Acido-Laticas

A Figura 4 apresenta a curva de sobrevivéncia das bactérias acido laticas nos
quatro periodos de maturagdao. Nao houve diferenca significativa entre as amostras C
e Q nos quatro periodos de maturagao estudados (p<0,05) (Tabela 3). A adicéo de
quitosana (1%) nao interferiu no desenvolvimento de bactérias acido-laticas no queijo
Colonial artesanal. Resultado similar foi apresentado no estudo de Altieri et al. (2005)
com queijo mugarela, no qual ndo houve diferenga no desenvolvimento de bactérias
acido-laticas entre as amostras controle e amostras com quitosana. Em contrapartida,
o desenvolvimento de bactérias acido laticas em ricota revestida com filme de
quitosana e proteina do soro do leite foi menor que em amostras controle, como

mostra o estudo de Di Pierro et al. (2011).
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Tabela 3. Analises de bactérias acido laticas em queijo Colonial artesanal controle

(C) e com quitosana (Q) durante a maturacao.

Dias de maturagao

Amostras
0 15 30 45
C 4,08 +0,05%* 4,16+ 0,06 4,02 +0,032A 4,13 +0,022A
Q 4,08 +0,05%A 4,13 +0,022A 4,24 +0,05%A 4,03 +0,073A

Resultados expressos como média + desvio padrao (log UFC.g"). Letras minusculas diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa para o queijo individualmente nos diferentes periodos de
maturacédo (Teste de Tukey, p < 0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferencga significativa entre os queijos no mesmo periodo de maturagao (Teste t, p < 0,05).

Figura 4. Curva de sobrevivéncia das bactérias acido laticas em queijo Colonial

artesanal controle (C) e com adigédo de quitosana (Q) durante a maturagéo.
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Fonte: Autoria Prépria (2021)

A importancia das bactérias acido laticas se da pela grande influéncia desses
microrganismos sobre as caracteristicas sensoriais do queijo. O trabalho realizado por
Lunardi et al. (2021) indica a importédncia da microbiota natural do leite e sua
capacidade de utilizar de substratos alternativos como fonte de nutrientes e que
géneros como Lactobacillus, Pediococcus e Leuconostoc sao capazes de inibir o
crescimento de bactérias indesejaveis ao produzir substancias antimicrobianas. As
bacteriocinas produzidas pelas bactérias acido laticas atuam como inibidores de
microrganismos patogénicos, contribuindo com a vida util do produto (ANTONIO;
BORELI, 2020).
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6 CONCLUSAO

Ambos os queijos apresentaram redu¢do na umidade ao longo da maturagéo.
A adicado de 1% de quitosana a massa do queijo Colonial artesanal nao interferiu na
umidade durante os 45 dias de maturagao em relagao as amostras controle, visto que
nao houve diferenga significativa entre as amostras em nenhum dos periodos
avaliados. Da mesma forma, esta concentragao de quitosana nao interferiu na acidez
dos queijos.

Nas condi¢cbes avaliadas, nao foi possivel determinar se a concentragao de
quitosana estudada interferiu no controle de Staphylococcus coagulase positiva, pois
todas as amostras apresentaram baixa contagem para esse microrganismo. Os
valores baixos para as contagens nessa analise sdo desejados pelos produtores de
queijos artesanais, pois retratam a adog¢ao das Boas Praticas de Fabricagao e Boas
Praticas Agropecuarias.

A acao de 1% de quitosana incorporada a massa no controle de coliformes
totais nao foi satisfatoria, visto que, apds 45 dias de maturagédo, a contagem das
amostras com quitosana foi maior que a das amostras controle. Nao foi possivel
determinar a influéncia da quitosana na contagem de coliformes termotolerantes
devido a baixa contagem em todas as amostras nos quatro periodos avaliados. Nesta
concentragcdo de quitosana ndo houve alteragdo das contagens de bactérias acido-
laticas nos queijos.

Todas as amostras apresentaram contagem de coliformes totais acima do
permitido pela legislagdo nos quatro periodos avaliados. No entanto, considerando
que esta analise ndo é mais exigida para queijos nos novos padrdes microbiolégicos
para alimentos da Anvisa, todas as amostras estavam aptas ao consumo, pois nao
apresentaram coliformes termotolerantes e Staphylococcus.

O efeito antimicrobiano da quitosana precisa ser mais estudado, visto que é
uma substancia natural e abundante no meio-ambiente. Como trabalhos futuros,
sugere-se a avaliagdo da influéncia da quitosana em queijo Colonial artesanal
inoculado com quantidade conhecida e padronizada de Staphylococcus spp. Além
disso, é importante também avaliar as caracteristicas sensoriais e de textura dos

queijos com quitosana.
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