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RESUMO

No presente trabalho foi investigada a viabilidade técnica de se usar concentrados proteicos
obtidos do soro do leite, ultrafiltrados, para protecdo microbioldgica de queijo Coalho Tipo B. O
queijo Coalho tem se destacado na literatura como um concentrado lacteo de baixa qualidade
microbiologica, principalmente do tipo B, quando o leite utilizado para a sua fabricacdo € in-
natura. O leite tipo B é uma das principais fontes de renda dos pequenos e médios produtores das
cidades do interior do Nordeste do Brasil. Os estudos tém evidenciado a necessidade do
desenvolvimento de pesquisas que visem promover a reducdo e/ou eliminacdo dos principais
contamintes deste tipo de queijo. Dentre as alternativas, destaca-se o concentrado proteico do
soro do leite (CPS), uma vez que este, além de possuir acdo antimicrobiana, contribui também
para reducdo da contaminagdo ambiental ocasionada pelo descarte de forma inadequada do soro.
Neste trabalho, adicionou-se o concentrado proteico em diferentes massas (1, 5 e 10 g) nas
amostras de gueijo e, em seguida, foram monitorados parametros fisico-quimicos (umidade, pH,
acidez) e microbiologicos (Coliformes Totais e Termotolerantes; Escherichia coli e
Staphylococcus aureus) por um periodo de 16 dias. Os resultados obtidos para umidade ficaram
entre (47-57%). Para o pH, os valores foram (4,90-5,80). Ja para o parametro de acidez titulavel,
os valores obtidos foram entre (0,10-0,80). Os resultados microbiolégicos sugerem que o
concentrado proteico promoveu reducdo dacontaminacao e a eliminacéo dos patdgenos. Pode-se
observar que as amostras A2 (1g/CPS) e A3 (59/CPS) indicaram uma reducéo significativa dos
contaminantes, mas a A4 (10g/CPS) demostrou um comportamento excelente, pois, desde o
primeiro dia, ndo foram encontrados E. coli e St. aureus e no sexto dia os Coliformes ja haviam
sido eliminados. A amostra Al (controle)ndo apresentou reducdo em nenhum dos resultados

analisados, indicando a presenca dos contaminantes mesmo com o passar dos dias.

Palavras-chave: contaminagdo do queijo; coliformes totais e termotolerantes; Escherichia coli;

Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

In the present work, the technical feasibility of using protein concentrates obtained from whey,
ultrafiltered, for the microbiological protection of Coalho Type B cheese was investigated. B,
when the milk used for its manufacture is in-natura. Type B milk is one of the main sources of
income for small and medium-sized producers in the interior cities of Northeast Brazil. Studies
have shown the need to develop research aimed at promoting the reduction and/or elimination
of the main contaminants of this type of cheese. Among the alternatives, whey protein
concentrate (WPC) stands out, since this, in addition to having antimicrobial action, also
contributes to the reduction of environmental contamination caused by the improper disposal
of whey. In this work, the protein concentrate in different masses (1, 5 and 10 g) was added to
the cheese samples and, then, physical-chemical parameters (humidity, pH, acidity) and
microbiological parameters (Total and Thermotolerant Coliforms; Escherichia coli and
Staphylococcus aureus) for a period of 16 days. The results obtained for humidity were between
(47-57%). For the pH, the values were (4.90-5.80). As for the titratable acidity parameter, the
values obtained were between (0.10-0.80). Themicrobiological results suggest that the protein
concentrate reduced contamination and eliminated pathogens. It can be observed that samples
A2 (1g/CPS) and A3 (5g/CPS) indicateda significant reduction of contaminants, but A4
(10g/CPS) showed an excellent behavior, since,from the first day, no E. coli and St. aureus and
on the sixth day the coliforms had already beeneliminated. Sample Al (control) showed no
reduction in any of the analyzed results, indicatingthe presence of contaminants even as the days

passed.

Keywords: cheese contamination; total and thermotolerant coliforms; Escherichia coli;
Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

O queijo é classificado como produto fresco ou maturado oriundo da coagulacéo do leite.
Este pode ser obtido de leite proveniente de vaca, cabra, ovelha, bdfala, dentre outros. O seu
processo de producao encontra-se diretamente interligado com a tradi¢do,sendo, geralmente,as
etapas envolvidas na obtencdo desse concentrado lacteo: selecdo epasteurizacdo do leite;
coagulacdo; corte do codgulo; drenagem do soro; moldagem; salga; maturacdo e estocagem
(OLIVEIRA, 2010; CARVALHO et al. 2010; ARAUJO, 2021).

No Brasil, a portaria 146 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), de marco de 1996, que regulamenta a identidade e qualidade de produtos lacteos,

define queijo como:

O produto fresco ou maturado que se obtém por separacdo parcialdo soro do leite
ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros
lacteos, coagulados pela acéofisica do Coalho, de enzimas especificas, de bactéria
especifica, de acidos organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para
uso alimentar, com ou sem agregacéo de substancias alimenticias e/ou especiarias
e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes
e matérias corantes (BRASIL, 1996, p. 01).

No Brasil, sdo produzidos diversos tipos de queijo, a exemplo do queijo tipo Coalho que
tém como matéria prima o leite de vaca. O queijo Coalho é um produto tipico da regido Nordeste
do Brasil, com destaque para sua maior producado nos estados de Pernambuco, Ceara,Rio Grande
do Norte e Paraiba, contribuindo fortemente para economia da regido.

O referido concentrado lacteo é caracterizado por apresentar uma massa branca, de
formato retangular, consisténcia semidura, elastica; uma textura compacta e macia, de média a
alta umidade; podendo ser a massa crua, semicozida ou cozidacom sabor levemente acido e
salgado ou condimentado; crosta fina e sem trincas, podendo ser consumido cru, assado, frito,
puro ou como acompanhamento. Este queijo apresenta um teor de gordura variando entre 35,0%
e 60,0%, sendo composto por proteinas, lipidios, sais minerais, principalmente célcio e fosforo,
e vitaminas, com énfase para o t ipo A e Complexo B (SILVA et al., 2012; PAQUEREAU et
al., 2016; ARAUJO, 2021).

O queijo Coalho € classificado em Tipo A e B, sendo o primeiro produzido com leite
pasteurizado, integral ou desnatado. Antes de 1999, ano no qual a Inspecdo e Fiscalizacdo
Agropecudria de Pernambuco criou a legislacdo para estes dois tipos de queijo, havia apenas o
Tipo B, que era produzido utilizando como matéria prima o leite cru, integral ou desnatado,
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massa crua, prensada ou n&o, maturado ( BRASIL, 2001; GOMES, 2012; NASSU et al.,
2021).

Uma vez que o leite utilizado para a producdo do queijo Coalho Tipo B ndo €
pasteurizado, este fica sujeito a contaminacdo por diversos microorganismos. Diversos estudos
apontam para a qualidade microbiol6gica do queijo Coalho, tais como os realizados por Avila
e Gallo (1996), Feitosa et al. (2003), Cavalcante et al. (2007), Gomes (2012), Paquereau et al.
(2016), os quais destacaram em suas pesquisas que as amostras analisadas de queijo CoalhoTipo
B apresentaram microrganismos patogénicos e deterioradores em concentragdes que excederam
o limite aceito na legislacdo. Dentre as bactérias patogénicas mais observadas nas anélises de
queijo Coalho destacam-se a Escherichia coli, Salmonellas, Staphylococcus aureuse coliformes,
sendo estes ultimos os mais frequentes. Diante desses fatos, existe grande probabilidade de
alteracdo na carga microbioldgica, o que implica em alteracdes fisico-quimicas e sensoriais do
queijo Coalho Tipo B.

Do ponto de vista microbioldgico do queijo, o fator higiénico do leite € o primeiro ponto
critico na producdo de queijo e outros derivados, pois animais, equipamentos e 0 ambiente de
ordenha podem ser importantes fontes de contaminagdo microbiana. Além disso, a elaboracéo
de queijos artesanais exige operagOes constantes, por vezes realizadas sem nenhum
conhecimento e/ou cuidado de higiene (ALVES et al, 2016).

Aradujo et al. (2021) destacam que a qualidade microbiologica € muito importante para
a comercializagdo do queijo, pois serve como um indicador higiénico que fornece as informacdes
necessarias para mostrar até que ponto o alimento esta relacionado aos padrdes de consumo
estabelecidos pela legislacdo Brasileira vigente, evitando assim a disseminacgéo de doengas para
diferentes tipos de alimentos.

Neste sentindo, é importante a adocdo de métodos que controlem a carga microbiolégica
e aperfeicoe a qualidade sensorial e fisico—quimica do queijo Coalho Tipo B. Uma alternativa
para outros tipos de queijo, é a adocao do soro produzido durante a coagulagdo do leite para a
producdo do queijo. Entre os componentes mais valiosos do soro de leite, destacam-se as
proteinas, pois estas possuem propriedades funcionais como espumante e emulsificante
(PAGNO et al. 2009).

As proteinas do soro de leite aumentam a imunidade, produzem recupera¢do muscular
de uma forma eficaz e constroem diversos beneficios para a salde. Desta forma, pode-se
direcionar a sua aplicacdo em bebidas esportivas ou alimentos substitutos de refeicdo. Além
disso, podem ser utilizadas em grandes quantidades para suplementacédo proteica, na producao

de compostos lacteos, na alimentacdo infantil, em sobremesas lacteas, emalimentos probiéticos
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e prebidticos e em chocolate (FOODINGREDIENTS BRASIL, 2017).

Embora o Brasil produza grandes quantidades de soro de leite por ano, o pais importa
grandes quantidades desse subproduto porque seu processamento exige a aplicacdo de
tecnologias que ndo estdo adaptadas a realidade nacional.

Em geral, o processo de industrializacdo do soro de leite requer a utilizagéo de
instalacdes industriais de certa complexidade, que exigem um investimento financeiro
consideravel, havendo apenas uma quantidade minima de matéria-prima que justifique o
investimento.

A etapa de concentracdo do soro liquido pode potencializar essas propriedades,
resultando o processo em uma certa quantidade significativa de proteina. A escolha é analisada
através da qualidade da proteina do soro do leite.O uso de processos de concentracdo a partir da
separagdo por membranas de ultrafiltracdo tém-se tornado cada vez mais comum nas indistrias
gue processam esse tipo de alimento.

Dada a importancia do queijo na alimentacdo humana, a falta de saneamento adequado
representa um risco a saude dos consumidores devido a disseminacdo de microrganismos
patogénicos, o presente estudo tem por finalidade avaliar a aplicacdo do concentrado proteicoem
amostras de queijo Coalho tipo B, com diferentes concentragdes (0, 1, 5, 10g), visando a

protecdo do queijo contra os patdgenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acéo do concentrado proteico do soro do leite no aperfeicoamento da

qualidade microbiolégica do queijo Coalho tipo B (in natura).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do soro de leite edo
queijo Coalho tipo B;

e Verificar as alteragdes ocorridas nas caracteristicas quimicas e microbiol6gicas do
queijo apos a aplicacao do concentrado proteico;

e Identificar a concentragéo ideal da quantidade de concentrado proteico que ira permitir a
protecdo necessaria contra 0s microrganismos patogenos; e

e Estimular os estudos e discussdo sobre a aplicacdo de soro de leite ultrafiltrado no

melhoramento da qualidade do queijo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

31 QUENO

O queijo é um alimento que esta presente na mesa dos brasileiros, este pode ser derivado
do leite, como o de vaca, cabra, ovelha, bdfala, dentre outros. O referido produto ndo possui
uma datacdo especifica para seu surgimento. Na literatura existem varias versdes que visam
explicar a sua origem, dentre essas, a descrita na mitologia, a qual afirma que sua descoberta foi
atribuida a Aristeu, um dos filhos de Apolo e rei de Arcadia. Outras vertentes enfatizam que,
possivelmente, foram os egipcios que produziram o primeiro tipo de queijo. Com o
desenvolvimento da sociedade, este tornou-se uma espécie amplamente consumida em todo o
mundo (SEBRAE, 2014; LIRA 2019).

O queijo se adapta aos gostos e costumes de diferentes culturas, resultando em uma
diversidade de tipos e produtos. A sua fabricacao se baseia no aumento da conservacédo do leite
para a obtencdo de um produto mais duravel, com sabor tipico, delicioso e atrativo, onde se
concentram os principais nutrientes das materias-primas, além do aproveitamento do leite que
é produzido na propria fazenda (SILVA, 2018).

Embora o queijo seja um alimento antigo, grande parte de sua fabricacdo evoluiu
somente nos ultimos 100 anos, de "processos tradicionais e baseados em arte” para " ciéncia e
tecnologia recentes” (JOHNSON, 2017). A producdo industrial atual depende de muitas
aplicacOes biotecnoldgicas, como o uso de enzimas, fermentagdes complexas, engenharias
complexas e bioquimicas durante a maturacdo (MCSWEENEY et al. 2017).

A nivel mundial, sdo produzidos varios tipos de queijos, sendo as alteracdes no processo
de coagulacéo e a eliminagdo do soro, os responsaveis pela existéncia dessa gama diversificada.
Oprocesso de producdo encontra-se diretamente interligado com a tradicdo de cada regido,
sendo, geralmente, as etapas envolvidas para a obtencdo queijo Coalho Tipo A, séo elas: o leite
é submetido a pasteurizacdo em tanque de parede dupla, sendo aquecido até 65°C; Depois de
atingida a temperatura e tempo de pasteurizacdo o leite devera ser resfriado no proprio tanque,
via circulacdo de agua. A temperatura final devera ser de 34 a 36°C (temperaturas para se
coagular o leite). Depois de atingida a temperatura de coagulacao, o leite devera ser adicionado
dos ingredientes através da inoculacdo do coalho por meio de microrganismos e/ou enzimas

especificas.
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Toda a etapa de fabricacdo até o ponto da massa ocorre no tanque de fabricacdo. Depois
do ponto, o queijo sera salgado no proprio tanque, pré-prensado (no proprio tanque), enformado,
e prensado (utilizando as prensas conforme o tipo e forma utilizados).

Alguns queijos passam pelo processo de maturacdo (fase importante na definigdo nas
caracteristicas finais dos queijos maturados), e em alguns casos, e estocagem, conforme descrito
na Figura 1 (CARVALHO et al., 2010).

Figura 1 - Fluxograma geral do processo de produgéo do queijo Coalho Tipo A

~ ~ CORTE DA
PASTEURIZAGAO 'Nocc%ff:g bo COAG;’SAC_A)O (40- COALHADA
DO LEITE min (REPOUSO (3 MIN))
DESSORAGEM
PRENSAGEM ADICAO DE NaCl (REMOCAO DE 90% MEXEDURA (POR 15
DO SORO) -20 MIN)
MATURAGAO EMBALAGEM

Fonte: elaborado pela Autora (2022).

3.2 QUENOS NO BRASIL

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Queijos (ABIQ, 2017), o Brasil produz
uma variedade de queijos que refletem nossa préopria cultura, com algumas variedades tipicas
brasileiras. A fabricacédo ¢ influenciada pelo conhecimento trazido pelos fabricantes franceses,
italianos e, mais recentemente, pelos queijos introduzidos pelos habitos alimentares americanos
e britanicos.

Considera-se queijo artesanal o queijo produzido com leite integral, fresco e cru com
propriedades que mantenham a atividade de pecuaria leiteira (BRASIL, 2001).

O Brail ocupa o sexto lugar mundial no consumo de queijos, atras dos Estados Unidos,
Russia, China, Alemanha e Italia. Em 2020, o consumo foi de 1,150 milhdo de toneladas, um
aumento de 12 % em relacdo a 1,025 milh&o de toneladas em 2019. Em 2021, o consumo per

capita no setor de queijos ficou proximo de 5,3 kg. A receita do setor de queijos brasileiro ficou
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em torno de US$ 9,929 bilhGes em 2021, com um crescimento anual que devera ser de 2,04%
até 2025 (SEBRAE-SC, 2021).

No Brasil existe uma enorme variedade de queijos, produzidos por meio de diferentes
métodos de processamento, manuseio, quantidade de gordura, proteinas e umidade. Os tipos de
queijos artesanais e as suas principais areas produtoras sdo: Queijo Minas Artesanal (QMA),
nativo do Sudeste (especialmente no estado de Minas); Queijo de Marajd, produzido a partir do
leite cru de bufala, produzido na ilha de Marajo, no Norte do pais; Queijos Manteiga e Coalho,
produzidos no Nordeste do pais; Queijo Caipira, produzido na regido central (Mato Grosso do
Sul); Queijos Coldnias e Serrano, produzidos na da Regido Sul (KAMIMURA et al., 2019). A

Figura 02 indica as principais regides produtoras de queijos artesanais.

Figura 2 - Mapa brasileiro das principais regides produtoras de queijos artesanais
QUELJO ARTESANAL PRODUZIDO e
EM DIFERENTES AREAS
GEOGRAFICAS DO BRASIL

Legenda
wh AP
Tipos de queijo . o
P € qucy g s Ilha do Marajé
&7 Manteiga e
#" Marajo AM PA MA s
GE
&4 Serrano ; i’
%% Colonial AC .
AL
TO
Coalho RO SE
BA

~/. Caipira mMT

#® Queijo Minas Artesanal

OCEANO

OCEANO ATLANTICO

PACIFICO

OCEANO
PACIFICO

2'00°s

2 N N

w@‘ w@"
ocEaNo

ATLANTICO 3 Y h .
0 7501500  3.000 o 250 500 1.000 1.500
1 1 L 1 1 1

km

Fonte: Adaptado de Kamimura et al. (2019)



19

3.3 QUENO COALHO

O queijo Coalho tem sua origem mais aceita em meados do seculo XVII, quando
viajantes nordestinos levavam leite armazenado em matul&o, bolsas feitas a partir do estdmago
de animais e, devido a longa duragéo das jornadas, o liquido ia coagulando até formar uma pasta
que, acabou-se por descobrir, era muito saborosa (PAQUEREAU et al., 2016). A Figura 03

mostra o queijo Coalho como cohecemos hoje.

Figura 3 - Queijo Coalho Tipo B

i

4Fonte: Portal do Queijo, 2017

Ha mais de 450 anos na regido Nordeste do Brasil, o queijo Coalho de leite cru é um
produto lacteo tipico nordestino e representa um patrimonio cultural e gastronémico da regido.
Abastecido de historia e tradicdo, este esta ligado a heranca familiar, sendo passado de geracédo
para geracdo. Com uma elevada producdo, o destaque vai para os estados de Pernambuco,
Ceard, Rio Grande do Norte e Paraiba. Este produto contribui fortemente para economia desses
Estados.

O referido concentrado lacteo é caracterizado por apresentar uma massa branca, de
formato retangular, consisténcia semidura, elastica; uma textura compacta e macia e umidade
de média a alta; podendo a massa ser crua, semicozida ou cozida. Tem sabor levemente azedo,
salgado ou picante, possui uma crosta fina e sem trincas, podendo ser consumido cru, grelhado,

frito, comido puro ou como acompanhamento. Este queijo apresenta um teor de gordura
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variando entre 35,0% e 60,0%, além de ser composto por proteinas, lipidios, sais minerais,
principalmente célcio e fosforo, e vitaminas, com destaque para o tipo A e complexo B
(CARVALHO et al. 2010;SILVA et al.2012; ; PAQUEREAU et al. 2016; MOURAO, 2018;
ARAUJO, 2021).

O queijo Coalho é classificado em Tipos A e B; o primeiro é produzido com leite
pasteurizado, integral ou desnatado, enquanto o segundo, é produzido com o leite cru. Antes de
1999, ano no qual a Inspecéo e Fiscalizagdo Agropecuaria de Pernambuco (ADAGRO) criaou

a legislacéo para estes dois tipos de queijo, havia apenas o Tipo B (GOMES, 2012).

3.4 QUENOCOALHOTIPOB

O queijo Coalho tipo B possui um processamento de obtencdo muito simples, diferente
do processamento do queijo o tipo A. E produzido com leite cru, integral ou desnatado, massa
crua e prensada. As etapas envolvidas em seu processo sdo: apos a ordenha, o leite passa por
um processo de filtracdo, sendo, posteriormente, adicionados fermento caseiro, sal e coalho
(bactérias e/ou enzimas especificas). Apos esta etapa, hd o corte da massa e retirada do soro,
apos 45 a 50 minutos de inatividade.

Apbs este periodo, a massa é colocada em uma mesa, o sal é adicionado e o soro da
salmoura é coletado e usado como o proximo fermento, constituindo assim levedura caseira.
Este parametro € realizado pela acdo de enzimas com o objetivo de fazer o leite coalhar, o que
pode ser afetado pela temperatura, pH e agitacio (ARAUJO, 2021). A Figura 04 mostra o
esquema do processo de fabricacdodo queijo Coalho Tipo B.
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Figura 04 - Fluxograma geral do processo de producéo do queijo Coalho Tipo B

N o CORTE DA
OBTENCAD DO LEITE 'ND%%L:L%AOD Do CDAG;JUL'?“?:}D (40- COALHADA
{REPOUSO (3MIN))
DESSORAGEM AQUECIMENTO
o o MEXEDURA (POR 15 -
ADICAD DE Nacl (REMOCAO DE 1°(42°C/ 20 MIN) -0 MI(N}
50% DO SORQ) 2°(55°C/ 25 MIN)
PRENSAGEM EMBALAGEM

Fonte: elaborado pela Autora (2022).

Pode-se perceber que, no fluxograma acima, o queijo Coalho Tipo B nédo passa pelo
processo de aquecimento/pasteurizacéo do leite, e nem pelo processo de maturacgdo, o que pode
levar a contaminagédo do produto final.

Alimentos de origem animal, como esses, sdo produtos altamente pereciveis e, por isso, 0
desenvolvimento de formas eficientes, econdmicas e de baixo custo de preservacdo e
conservacao € de grande importancia. Projetados para manterem a qualidade, durabilidade e
seguranga microbioldgica do produto, novos métodos ou técnicas de preservagdo estdo sendo
desenvolvidos para esse tipo de alimento. Por apresentar um alto teor nutricional,0 queijo
Coalho é um alimento suscetivel a contaminacdo e ao desenvolvimento de microrganismos,
como Escherichia coli, Coliformes Totais ou Termotolerantes, Salmonella, Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus, os mais frequentes (DAMACENO et al., 2014;
SOUSA et al., 2014; BARROS et al., 2019).

Os padroes microbioldgicos de queijo Coalho estdo estabelecidos pela Resolucdo n°12 de
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC 12), de 02 de janeiro de
2001.

Diversos estudos apresentados posteriormente, avaliaram a qualidade microbioldgica do
queijo Coalho, os quais destacam que as amostras analisadas apresentam microrganismos
patogénicos e contagem de microrganismos deterioradores acima dos valores limites
estabelecidos na legislacdo Brasileira.

Oliveira et al. (2010) descrevem as caracteristicas nutritivas do queijo, sobretudo os
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queijos Coalho, ressaltando que este queijo é apresenta-se como uma étima fonte de nutrientes
para o crescimento de microrganismos, como as bactérias mesofilas aerdbicas, coliformes totais
e, termotolerantes e a E. coli.

Outras publicagdes, com a de Almeida (2011), relatam a presenca de leveduras isoladas
de queijo Coalho, as quais provocam alteracdes sensoriais perceptiveis, principalmente pelo
odor desagradavel.

Bomfim (2020) avaliou a qualidade microbioldgica e a resisténcia antimicrobiana a
bactérias isoladas de queijos Coalho sendo possivel determinar a qualidade higiénico-sanitaria,
a prevaléncia e a resisténcia antimicrobiana das amostras analisadas.

Ruthes et al. (2013) demonstram em seu trabalho a qualidade microbioldgica de queijos
de diversas regides do Estado do Parana. Altas contagens de microrganismos mesofilos aerébios
e a presenca de enterobactérias evidenciaram condi¢des higiénico-sanitarias que sao
inadequadas no processamento do produto, sendo necessaria a de implementagdo de sistemas
de garantia de seguranca.

Abreu (2018) fez uma revisdo de literatura sobre a producdo de queijos artesanais.
Segundo o levantamento realizado pelo autor, o processo de fabricacdo de queijos artesanais e
curados podem conter altos niveis de agentes contaminantes, principalmente pelo fato de serem
feitos de leite cru. Os contaminantes vém de uma superficie sem higienizagdo, manuseio
incorreto e contaminagdes cruzadas.

Araujo et al. (2021) destacam que a qualidade microbiana é um fator importante para a
comercializagdo do queijo, pois serve como um indicador higiénico que fornece as informagdes
necessarias para mostrar até que ponto o alimento esta relacionado aos padrdes de consumo
estabelecidos pela legislacdo, evitando assim a disseminacdo de doencas para diferentes tipos
de alimentos.

A contaminacdo do queijo Coalho tipo B é ocasionada por diversos fatores, podendo ja
ocorrer durante o processo de obtencdo do leite, uma vez que a ordenha necessita de
procedimentos padrdes para a coleta,onde o ambiente seja indcuo. Quando o queijo possui furos
(buracos) de formato arredonado em sua estrutura, isto € um sinal caracteristico de célulasde ar
causadas pela fermentacdo microbiana de bactérias indesejaveis/contaminantes do leite, por
exemplo, coliformes fecais (SILVA et al., 2012).

A deterioragdo do queijo ocorre principalmente durante o armazenamento. O
crescimento de fungos e bactérias torna-se comum, provocando, além de odores, cheiro
indesejado, o que reduz a qualidade e a vida util do queijo. Outro fator que diminui a vida util
do queijo é a perda de umidade, o que faz com que o queijo estrague (COSTA et al. 2018).
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Nesse sentido, fica evidente a importancia de estudos que visem encontrar alternativas
seguras que atuem na promoc¢ado de melhorias da qualidade do queijo Coalho tipo B, tendo em
vista a sua importancia para a Regido Nordeste do Brasil. Nessa linha, alguns estudos
evidenciam queo soro do leite contém proteinas com acao antimicrobiana, porém, sdo poucas

as pesquisas principalmente voltadas para sua aplicagéo no queijo.

3.5 SORO DE LEITE

O soro de leite € um subproduto lacteo da industria de laticinios e é extraido da
coagulacdo do leite durante o processo de fabricacdo do queijo (BRASIL, 2001). Moreira et al.
(2010) e Aratjo et al. (2021) enfatizam que, normalmente, a cada 09 ou 10 litros de leite é obtido
1 kg de queijo e 9 litros de soro no processo de producdo desse concentrado lacteo. O soro,
quando concentrado, aumenta a concentracdo de proteinas, 0 que podera promover a
potencializacdo de propriedades funcionais como espumante e emulsificante (PAGNO et al.
2009).

As proteinas de soro de leite possuem fungdes importantes, e podem ser usadas como
um simples suplemento proteico ou como ingrediente em formulagbes de alimentos
processados, devido ao seu alto poder gelificante. Sdo polimeros importantes para o
desenvolvimento de filmes biodegradaveis e tém um enorme potencial de aplicacéo,
apresentando propriedades mecanicas e opticas (FERNANDES et al., 2015).

De acordo com Paboeuf (2011), existem dois tipos de soro: o Soro Doce (SD), que tem
mais lactose, e 0 Soro Acido, (SA), que possui uma maior concentracio de sais minerais. O teor
de lactose no SA € inferior ao (SD) pois, durante o processo de fermentacdo, ocorrea conversao
de lactose em &cido latico durante a coagulagéo.

Por outro lado, o (SA) contém niveis mais elevados de célcio e fosforo. O (SD), esta
associado a solubilizacdo do complexo de fosfato de célcio, encontrado em micelas de caseina,
que é uma proteina encontrada no soro do leite. Ja a acdo da enzima renina ndo causa a
solubilizacédo e o pH diminui. As composi¢des proteicas dos dois soros sdo praticamente iguais
para uma boa parte dasproteinas, sendo aproximadamente 80% de caseina.

As proteinas de soro de leite possuem uma estrutura esférica com uma distribuicéo
uniforme de grupos ndo polares, polares e carregados. Essas proteinas incluem p-lactoglobulina
(B-Lg = 50%), a-lactalbumina (a-La + 20%), imunoglobulina (x 10%), albumina sérica (SA +
10%), lactoferrina (<3%), lactoperoxidase e enzimas (cerca de 60), alem de outros componentes
proteicos, como glicomacropeptideos ou caseina macropeptideos (DINIKA et al. 2020).
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A Figura 05 apresenta as concentracdes médias das proteinas de soro obtidas a partir de
do volume de 10 litros de leite. Observa-se que a proteina mais abundante no soro ¢ a -Lg,

seguida pela a-La.

Figura 5 - Fluxograma das ConcentragBes médias de Proteinas de Soro de Leite
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Fonte: Adaptado de Tavares (2011)

Essas proteinas tém um perfil de aminoécidos diferentes da caseina (mais grupos amino
contendo enxofre), e sdo facilmente desnaturadas pelo calor e desfosforiladas (TAVARES,
2011).

Uma das caracteristicas relevante das proteinas, mais precisamente as B-lg e a-Ic, € a
capacidade de interacdo proteina-proteina, permitindo assim o desenvolvimento de matrizes de
proteinas funcionais personalizadas com novas propriedades reoldgicas e emulsificantes. Além
disso, a fracao de a-Ic apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, como a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae.

Estudos recentes in vitro mostraram que a ingestao de leite contendo peptideos bioativos
pode contribuir para regulacéo da pressao arterial, inibir ou eliminar microrganismos, além de
apresentar outras propriedades como acdo antioxidante e anti-inflamatoria, antiobesidade,
anticancerigeno, imunomodulador, anti-hipertensivo e anti-ulcerogénico. Assim, 0s peptideos
bioativos sdo fragmentos de proteinas do soro do leite, devido a sequéncia de aminoacidos,

massa molar, entre outros (SOUZA et al., 2020).
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O alto valor nutricional do soro de leite e seus beneficios sdo paradoxais, uma vez que
muitas vezes esse subproduto é desperdicado e sua destinacdo € o descarte inadequado na
natureza, onde pode causa danos a fauna e a flora devido a abundéancia de matéria organica, uma
vez que estepossui diversas atividades bioldgicas (GONTHIER, 2013; ALVES et al., 2014;
DEBOWSKI, 2014).

Silva (2011) afirma em sua publicacdo que o soro de leite € aproximadamente cem vezes
mais contaminado do que os esgotos domésticos. Também considera incorreto o descarte direto
e indireto do soro de leite em cursos d'agua, acrescentando que ndo deve ser misturado a outros
efluentes de producdo. Uma fabrica com uma producao média de 300.000 L de soro por dia
equivale a uma poluicdo de uma cidade com 150 mil habitantes.

Na Europa, o soro de leite tem alto valor agregado e é utilizado principalmente na
industria alimenticia. Os alimentos de alto desempenho, também utilizados na industria
farmacéutica, sdo considerados basicos na industria de laticinios. No Brasil, ainda s&o
considerados residuos altamente poluentes.

A Tabela 1 descreve as funcdes biologicas de cada fracdo de proteina encontrada no
residuo do soro de leite.



26

Tabela 1-Atividades bioldgicas das fracGes proteicas do soro de leite

Fracdo Proteica Massa Atividade Biolégica Referéncia
Molar
B-lactoglobulina (B-LG) 18-36 Anti-hipertensiva, antioxidante (HERNANDEZ et al.
e antimicrobiana 2008); (COSTA et al.
2021); (MINJ etal.
2020)
a-lactoalbumina(a-LA) 14 Antimicrobiana eanticancerigena (SOUZAet al.
2019); (LORENZETTI, 2018);
(STEFFENS et al.
2020)
Albumina 66 Precursora da sintese glutationa, (BALDASSO, 2008); (MINJ
anticancerigina, vincular acido graxos e etal.
antimutagénica 2020)
Imunoglobulinas (IgG, IgA, 150- Antioxidante, antifungico eestimulama (SOUZA, 2017); (ROCHA
IgM elgE) 1.000 produgdo et al. 2017);
linfécitos (LORENZETTI, 2018) (MINJ et al.
2020); (LUPKI
etal.
2019)
Lactoferrina 78-80 Imunoestimuladora, agdo antiviral,anti- (VERDI, 2017);(KRISSASEN,
inflamatéria, 2007); (ELZOGHBY et al.
anticancerigena,antioxidante, 2020)(FARNAUD etal.
antimicrobiana e auxilia na absorgdo de 2003) (REDWAN et al.
ferro 2014
Lactoperoxidase 78 Antimicrobiana, antioxidante (XIONG et al. 2020);(MINJ etal.
e antiviral 2020);
(ZHAO et al. 2020);(COSTA et al.,
2021)

Fonte: Brazilian Journal of Development (2022)

Adiscusséo cientifica sobre o soro de leite no meio ambiente vem acontecendo hd muito
tempo. Illanes (2011) chama a atencdo em seu trabalho para melhorias no soro de leite e
identifica preocupacBGes ambientais com base em pesquisas de varios autores, que datam de
publicacdes em meados dos anos 1970. O indice de contaminacéo varia de acordo com o seu
tipo (soro doce ou azedo), ingredientes utilizados para a coagulacdo, forma como o leite é
retirado, armazenado, processado e a condi¢do do animal.

Segundo Alves et al. (2014), a maior parte do soro de leite produzido no Brasil vem de

pequenas e médias queijarias, onde o investimento em tecnologia de processamento é dificil.
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O ideal seria que uma unidade central de processamento fosse instalada no local para
que pudessereceber o soro produzido pela queijaria.

Em relacdo ao tratamento do soro de leite em agua, Gonthier (2013) demonstrou a
hipdtese de que o soro acido tem efeito negativo sobre a vida microbiana e sua qualidade. A
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) do soro de leite é alta, cerca de 30.000 a 60.000 mg L"
! sendo mais de 10 vezes maior que a do esgoto doméstico (PAULA et al., 2013).

Neste aspecto, se 0 soro for descartado diretamente em rios, corregos ou lagos, pode
afetar a vida aquatica e causar graves impactos ambientais. Assim, é importante destacar a
necessidade de evitar o descarte do mesmo no meio ambiente e como visto anteriormente, o
referido subproduto contém proteinas que podem ser aplicadas em estudos microbiol6gicos,
entre outras. O método para separacdo dos seus constituintes é a ultrafiltracio (MAGALHAES
etal.,2011; SIQUEIRA et al., 2020).

3.6 ULTRAFILTRACAO

A industria de laticinios foi uma das primeiras a reconhecer o uso eficaz de processos
de membrana, como ultrafiltracdo, nanofiltracdo, microfiltracdo e osmose reversa. A
ultrafiltracdo (UF) é um tipo de filtracdo por membrana na qual forcas como gradientes de
pressao ou concentracdo causam a separagdo atraves de uma membrana semipermeével. Os
solidos suspensos e 0s solutos de alta massa molar sdo retidos e referidos como retentado ou
concentrado, enquanto a agua e os solutos de baixa massa molar passam através da membrana
no permeado (CORREDIG et al., 2018). A Figura 06 mostra o soro de leite em po, apds a
passagem por varios processo de separacao, inclusive o de Spray Dryer.



28

Figura 6 - Soro de leite em pé.

Fonte: Dossié Proteinas do Soro de Leite, 2017.

A filtracdo por membrana, especialmente a UF, pode ser usada com sucesso para
separacdo, concentracdo e purificagcdo de componentes do leite (CHEN et al., 2019). A UF é um
procedimento de separacdo utilizando uma membrana microporosa, que permite devido a
retencdo seletiva, a penetracdo de proteinas dentre varios componentes no soro e outros
materiais coloidais, compostos de nitrogénio mais simples, lactose, sais minerais e outros
compostos de massa molar inferior (BARUKCIC et al., 2014).

A UF tem sido utilizada na industria de laticinios para recuperacdo e fracionamento de
ingredientes do leite. Essa opera através de gradientes de pressdo, onde as membranas UF tém
porosidade entre 0,1 e 10% e tamanho de poro entre 1 e 100 nm. Em comparagdo com 0 processo
tradicional, esta tecnologia tem a vantagen de economia de energia, pois ndo necessitade altas
temperaturas (MOREIRA et al., 2017).

De acordo com Liuet al. (2014) e Crowley et al. (2015), baixas temperaturas de filtracéo
podem dotar de beneficios adicionais, reduzindo a desnaturacdo da proteina de soro de leite e
incrustacdo de membrana causada pelo fosfato de calcio, além de reduzir o crescimento de
bactérias termofilicas.

No entanto, temperaturas mais baixas reduzem a difusividade e, portanto, o coeficiente
de transferéncia de massa, resultando em taxas de fluxo inferiores & UF quando comparado a
temperaturas mais altas, independentemente do tamanho dos poros da membrana. Em
comparagdo com os métodos classicos de separacdo, as vantagens dessa técnica sao: respeito ao
meio ambiente, menor consumo de energia, maior vazdo e qualidade do produto, menor custo,

conclusdo do processo em baixa temperatura para manter componentes sensiveis ao calor. A
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Figura 07 apresenta varias técnicas de filtracdo (KALLA et al., 2017).

Figura 7-Técnicas de Filtracdo
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Fonte: Adaptado de Tamine (2013), Apud Juliane Mossmann (2018).

Os problemas mais comumente associados aos processos de membrana estdo
relacionados a fenbmenos de incrustacao ou polarizacdo de concentragdo, que Sa0 responsaveis
pela redugéo do fluxo de permeado e mudancgas na seletividade do processo. A literatura
confirma que a proteina e os minerais do soro do leite, especialmente célcio e fosfato, séo os
principais contribuintes para a formacgdo de crostas na membrana de UF (MACEDO et al.,
2015).

Esses fendmenos devem ser minimizados, pois reduzem o fluxo de permeado e a
seletividade da membrana, bem como aumentam o custo de implementacéo de ciclos de limpeza
necessarios para restaurar a produtividade (CHEN et al., 2019). A escolha da técnica a ser
utilizada é definida através da qualidade da proteina do soro do leite. O uso de processos de
concentracdo de separacdo por membrana de UF tem-se tornadocada vez mais comum nas
industrias que processam esse tipo de alimento.

Nesse sentido, as estratégias acessiveis permitem que haja uma redugdo da poluigdo
ambiental e, sobretudo, propicia formas de valorizagdo econdmica de subprodutos por sua
incorporacdo em elaborag6es alimentares, podendo ser associada a fabricacdo de queijo.

Sendo assim, o produto resultante ofertara um concentrado lacteo com qualidades
organolépticas pelo menos equivalentes ao queijo preparado de acordo com métodos
convencionais por meio de um concentrado de filme e oferece garantias ideais do ponto de vista

da saude e da higiene.
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3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBRIANA

O queijo, por sua rica composic¢ao nutricional, torna-se bastante vulneravel a propagacéo
microbiana, apresentando contamina¢@es por microrganismos patogénicos, que podem ser
potenciais causadores de doencas (RUTHES; GOULARTE, 2013; ARAUJO et al. 2021). Os
queijos frescos artesanais sao comumente associados a contaminacao, visto que, na maioria das
vezes, sdo fabricados utilizando leite cru e ndo passam por processo de maturagdo, ou seja,
alteracdes fisicas, bioquimicas e microbioldgicas que mudam a composi¢do quimica do queijo
(TOZZO et al,. 2015).

No geral, dentre os microrganismos identificados no queijo de Coalho, muitas vezes por
falta de implementacdo de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), tem-se coliformes totais e
termotolerantes, Salmonella sp., Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (BONFIM,
2020).

Os coliformes totais sdo bactérias gram-negativas em forma de bastonete, néo
esporulantes, aerobicas ou anaerdbicas facultativas, e capazes de fermentar a lactose e produzir
gés. As bactérias termotolerantes tém o mesmo conceito dos coliformes totais, mas sdo apenas
parte deste grupo que fermenta a lactose.

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, a Escherichia coli (coliforme resistente ao
calor) também é uma bactéria gram-negativa. Esta espécie € afetada pelo desenvolvimento de
doencas intestinais (como diarreia, vomito, febre e dores abdominais). E uma bactéria que pode
ser encontrada no intestino dos animais e humanos (SILVA, 2018).

Alguns locais apresentam temperaturas elevadas por um determinado periodo de tempo,
proporcionando um bom ambiente para as intoxicacdes alimentares causadas por
Staphylococcus aureus, principalmente quando esses produtos sdo manuseados por veiculos de
transmissdo humana, pois muitas vezes também habita a mucosa nasal e oral, como a pele.

O leite e seus derivados sdo de longe os alimentos mais indicados a portadores de doenca
estafilococica no mundo. A doenca estafilocdcica ndo € de notificacdo obrigatoria e, portanto,
dificil de medir com precisdo sua verdadeira incidéncia, mas 100% dos surtos sdo advindos da
intoxicacdo alimentar. Em diversos alimentos como leite pasteurizado, queijo artesanal e
industrializado, iogurte caseiro, leite em pd, chocolate, sorvete e outros derivados lacticinios,
amostras de Staphylococcus aureus enterotoxigénico sdo encontrados (SOUZA, 2013).

A contaminacdo por Staphylococcus aureus € considerada a contaminacdo microbiana

mais preocupante em queijo Coalho Tipo B, e pode ocorrer durante o processo de fabricacéo
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(em qualquer etapa), na maioria das vezes sem respeitar as Boas Praticas de Fabrica¢éo, ou pode
ser causada por contaminacdo de matérias-primas, meio ambiente, (animais contaminados) e
manuseio incorreto do leite (CARDOSO, 2014). Com o crescimento significativo da populagéo
mundial, faz-se necessario estabelecer uma producdo de alimentos mais eficientes afim de
atender a crescente demanda, sobre tudo osprodutos lacteos como 0s queijos.

As questBes relacionadas & qualidade dos alimentos e preocupagdes com a saude, as
Doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo um grande problema a satde publica em todo o
mundo. Em termos de salde publica, os alimentos destinados ao consumo humano devem
possuir caracteristicas que atendem as normas legais relacionadas a sua qualidade, padrdes
nutricionais e microbiologicos (SANTANA, 2010). Neste sentindo, ¢ importante a adogéo de
métodos que controlem a carga microbioldgicapatogénica e aperfeicoe a qualidade sensorial e
fisico-quimica do queijo Coalho Tipo B.

Os compostos presentes no soro de leite e derivados, como alfa-lactalbumina, beta-
lactoglobulina, imunoglobulina, albumina e lactoferrina possuem atividade antibacteriana ou
peptideos bioativos com tal atividade. A principal forma de acdo antibacteriana dessas
substancias € o ataque as membranas plasmaticas, apresentando multiplos grupos funcionais
carregados negativamente, como lipopolissacarideo, no caso de bactérias Gram-negativas ou
acido teicoico, no caso de bactérias Gram-positivas. Esse ataque pode inibir esses grupos
funcionais e causar danos a membrana plasmatica, facilitando o grau de inser¢do da por¢éao
apolar do peptideo bioativo pela bicamada lipidica, desencadeando o extravasamento do
contetdo citoplasmatico e morte celular (MOHANTY et al. 2015).

Diante de um futuro promissor, pesquisas vém sendo desenvolvidas destacando o seu
potencial, a destacar as proteinas e varios dos aminoacidos essenciais. A fim de mitigar o
impacto ambiental deste subproduto rico em proteinas e peptideos, aplicacbes em forma
farmacéutica, forma alimentar como bebidas funcionais, paes e iogurtes nutritivos, filmes
biodegradaveis com atividade antioxidante, e outros com propriedades anticancerigenas estdo

amplamente em desenvolvimento (FAROOQ et al., 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

41 ETAPASDOESTUDO

4.1.1 Processamento do soro de leite

O permeado de soro de leite em po foi fornecido pela inddstria Sooro Renner Nutri¢do
S/A, localizada no municipio de Marechal Candido Rondon — PR. Foram enviados dois quilos
de soro em embalagens de propileno com saco de polietileno na parte interna, pesando um quilo
cada um.

O permeado do soro foi submetido as etapas de filtracdo por membranas de ultrafiltracéo
(UF) e estocados em cilos de ago inoxidavel para posterior etapa de evaporagdo; nesta segunda
etapa, o permeado foi concentrado em evaporadores a vacuo até atingir 60% de solidos; em
seguida 0 permeado passou pela terceira etapa de concentracdo até atingir 78% de solidos. A
quarta etapa foi a cristalizacéo triplo C, onde a lactose é cristalizada.

O processo de secagem foi feita por bombas de alta presséo, onde foi realizada a
atomizacdo do produto por meio de bicos de pulverizacdo, que lancou o produto para a quinta
etapa, equivalente ao spray dryer transformando o produto em uma nuvem de pequenas
goticulas que entram em contato com uma corrente de ar aquecida, a cerca de 120°C,
evaporando instantaneamente a 4gua e transformando os sélidos em pd; em seguida, ocorreu
um resfriamento do p6 para que nao ocorra alteracdes indesejadas nas caracteristicas do produto
desejado, assim estando dentro dos padrdes da legislacéo ao longo da sua vida til.

A Figura 08, apresenta o fluxograma detalhando as etapas do processamento do

permeadodo soro de uma forma mais sucinta.
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Figura 8 - Fluxograma do Processamento do Permeado de Soro de Leite
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Fonte: elaborado pela Autora (2023).

4.1.2 Preparo da amostra

O queijo Coalho foi adquirido no municipio de Venturosa/PE, onde ¢é fabricado e
comercializado. O transporte das amostras foi feito em caixas isotérmicas contendo gelo e na
chegada ao Laboratorio de Andlises Quimicas, da Universidade Catolica de Pernambuco
(UNICAP), foram transferidas para um refrigerador até a realizacdo das analises, garantindo
uma temperatura inferior a 1°C, conforme Boas Praticas de Fabricacéo.

Aproximadamente 2 kg de queijo foram divididos em 4 amostras, cada uma pesando
cerca de 300g, separadas e identificadas por: (Al-Controle); (A2-19); (A3-59) e (A4-10g) do
concentrado proteico, sendo embaladas e armazenadas em geladeira a 1°C, imersos em soro de
leite em pd, que foi reconstituido por meio de dissolucdo manual em agua Milli-Q plus na
temperatura ambiente.

Cada solucdo de anélise foi preparada com adicao das respctivas massas do concentrado
proteico do soro em béqueres, contendo 250 mL de &gua, e, entdo, agitadas com um bastéo de
vidro. Apos obter uma boa dissolucédo, a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de
250mL, tendoseu volume aferido. Cada solucéo foi agitada manualmente, sendo conservada em
geladeira.

As andlises foram realizadas no periodo apds 1, 6, 11 e 16 dias da imersdo da amostra
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do queijo no soro. As amostras foram submetidas as analises fisico-quimicas: Acidez, pH e
Umidade realizadas segundo as especificacdes do Manual de Métodos de Bromatologia (2021) e
Microbiologicas. Foram realizadas as analises microbioldgicas em triplicata para Coliformes

termotolerantes, Coliformes totais/g, Staphylococcus aureus e Escherichia coli/g.

4.1.3 Avaliacédo Fisico-Quimica

4131 pH

O pH foi determinado utilizando-se pHmetro previamente calibrado, introduzindo-seo

eletrodo diretamente em 5 g da amostra homogénea com 50 mL de agua destilada, em triplicata.

4.1.3.2 Umidade

O método se baseia na diferenca de peso do alimento apds 0 aguecimento. Assim, pesa-
se 0 cadinho previamente seco, em seguida adiciona 5 g da amostra de queijo. O cadinho e
amostra foram postos em estufa a 105°C, até que toda a agua fosse evaporada, ou seja, peso
constante.

Retirou-se o conjunto e colocou-se no dessecador para esfriar, em seguida foi realizada
a pesagem. Para obtencdo do peso da amostra seca foi subtraido o peso do cadinho vazio.

Calculou-se o percentual de Umidade, conforme a Equacéo 1.
Umidade, % (m/m) = ((Pi — Pf) / Pi) x 100 1)
Sendo:

Pi = Peso inicial da amostra (amostra imida) em gramas (descontado o peso dacapsula);
Pf = Peso final da amostra (amostra seca) em gramas (descontado o peso da capsula).
4.1.3.3 Acidez Titulavel
A acidez titulavel foi determinada através de titulacdo da amostra com hidroxido de
sodio (NaOH) em presenca do indicador fenolftaleina e os resultados foram expressos em

porcentagem de &cido latico, realizados em triplicata, utilizando 5 g da amostra homogeneizada

com 50 mL de &gua destilada.
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Calculou-se a acidez pela identificacdo do teor de &cido latico, utilizando a seguinte
Equacéo 2.

. . , Vef0,9
% Acidez Titulavel = —L22

)
Sendo:

V é o volume de NaOH gasto na titulacéo;

f, o fator da solucéo de NaOH,;

0,9 e o fator do &cido latico e m a massa (mg) de queijo.

4.1.3.4 Caracterizacdo Microbiologica

As analises microbioldgicas foram realizadas em quadruplicata, sendo analisados 0s
seguintes microrganismos: Coliformes totais, Coliformes termotolerantes e Staphylococcus
aureus, com verificacdo da Unidade Formadora de Colénias (UFC/g) de acordo com a Instrucao
Normativa n°80 de 2019.

Para a analise de coliformes totais e termotolerantes, utilizou-se a técnica de tubos
maultiplos com dilui¢bes 102, 102 e 103 mL em caldo lactosado (CL), para pesquisa presuntiva
de coliformes totais e caldo verde brilhante (VB) como método confirmativo. Para identificar a
contaminacdo por bactérias termotolerantes usou-se como meio de cultura para identificacdo de
E. coli (EC), sendo considerados positivos os que apresentaram formacéo de gas no interior dos
tubos de Durhan.

Na contagem dos Staphylococcus aureus, foram pesados 25 + 0,2 g da amostra e
adicionado 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1% (H20p), homogeneizados por 60
segundos em homogeneizador modelo Stomacher. As amostras diluidas foram inoculadas na
superficie de placas de Petri contendo Agar Baird-Parker. Apos o término das inoculagdes, as
placas foram incubadas em posicao invertida, a temperatura de 35°C por 48 horas. Os resultados
foram expressos em (UFC/Q).

Para a identificacdo de Escherichia coli, aliquotas de 25 g de cada amostra foram
transferidas para Erlenmeyers contendo 225 mL de &gua peptonada, e posteriormente,
incubadas por 24 horas a 37 °C (10). Apds o periodo de incubacéo, as amostras foram diluidas
(102e 1073), e inoculados 1 mL em Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), incubados a 37+0,5 °C
por 24+2 horas.

Os tubos com a formacdo de gas foram considerados positivos. Os tubos negativos foram
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reincubados por mais 24+2 horas, para uma nova observagdo. Todos os experimentos foram
realizados em quadruplicata. Uma al¢ada dos tubos que apresentaram resultados positivos frente
ao teste LST, foi transferida para tubos contendo Caldo E. coli (EC), os quais foram incubados
por 24+2 horas a 45,5+0,2 °C em banho-maria, sendo analisado, posteriormente, a turvagdo com
producéo de gas.

As amostras que indicaram resultados positivos nos tubos contendo Caldo (EC), foram
semeadas em placas de Agar para E. coli, estas placas foram incubadas a 37+0,5 °C por 24+2

horas, em seguida as amostras positivas, identificadas pelo crescimento de col6nias roxas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros fisico-quimicos do concentrado proteico doado pela Sooro possui as
seguintes caracteristicas apresentados na Tabela 2.

Tabela 2-Parametros Fisico-Quimicos do Soro de Leite em P6 — Sooro.
Parametros Fisico-Quimicos

Acidez (% &cido latico) Max. 2,00t
pH (Sol. 10%) 58-6,7*
Umidade Max. 3,002
11SO 11869:2012 (IDF 150); AOAC 947.05

* MAPA, 2019

2 Gravimetria por balanca halogenada - Isentara, Prager (2003)

As informacdes sobre os parametros microbioldgicos do soro de leite em pé

disponibilizado pela Sooro, podem ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3-Parametros Microbiol6gicos do Soro de Leite em Pé — Sooro
Parametros Microbioldgicos

Coliformes Totais (NMP/g) Max. 1x102 UFC/gt
Coliformes Termotolerantes (NMP/g) Max. 102
Escherichia coli (19) Ausente?
Staphylococcus aureus (UFC/Q) Maéx. 10 UFC/g*

1 Técnica do NMP - ISO 4831 (2012)

2 Técnica do NMP - 1SO 7251 (2005)
3 Técnica do NMP (Deteccdo) 1SO 7251 (2005)
* Plaqueamento - SO 6888-1 (2019)

5.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

5.1.1 Umidade

Em se tratando do pardmetro umidade pode-se observar no grafico da Figura 9 que paraa
amostra controle houve uma reducdo ao longo do periodo de avaliagdo. Enquanto que as
amostras contendo as diferentes concentracdes do concentrado proteico, de um modo geral,

houve aumento no teor de umidade, mesmo sendo mantidas nas mesmas condicdes.
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Figura 9 - Parametro Fisco-Quimico: Teor de Umidade
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Fonte: elaborado pela Autora (2023)

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (Portaria n° 146
de 07 de marco de 1996, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) a
classificacdo dos queijos € observada pela quantidade de umidade, em porcentagem, assim:
queijos de baixa umidade (queijo de massa dura, até 35,9%), queijos de média umidade (queijo
de massa semidura, 36,0 - 45,9%), queijos de alta umidade (queijo de massa branda ou
"macios”, 46,0 - 54,9%) e queijos de muita alta umidade (queijo de massa branda ou "mole",
superior a 55,0%).

Vidal (2011) obteve valores entre 32,97 e 39,77% de umidade, para queijos de Coalho
artesanais, produzidos e comercializados em Rio Grande do Norte, assim indicando que obteve
valores abaixo dos encontrado no presente estudo.

Sousa et al. (2014) avaliou o perfil das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas
dos queijos de Coalho comercializados em seis estados do nordeste brasileiro, indicando valores
de umidade que variaram de 14,38 a 24,08%. Estes valoresestao fora do limite estabelecido pela
legislacdo, podendo serem atribuidos a formacdo e a0 manuseio da coalhada, a falta de
padronizagcdo na elaboracdo do queijo, afetando sua habilidade de reter a umidade e
influenciando nessa variacdo e nas agfes metabolicas de microrganismos ao longo da
maturacdo, com suas possiveis consequéncias no pH, na textura, no sabor e no aroma.

Jaos resultados obtidos por Silva et al. (2010), para queijos Coalho fabricados com
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leite cru e com leite pasteurizado no sertdo de Alagoas, indicaram teores de umidade variando
de 45,5 a 51,5%, resultados estes que caracterizaram as amostras como queijo de média a alta

umidade.

512 pH

O pH é considerado uma determinagao importante para caracterizagdo dos queijos por
conta da sua influéncia na textura, atividade microbiana e maturagdo, pois ocorrem reagdes
guimicas que sdo catalisadas por enzimas advindas do Coalho e da microbiota. Assim, de acordo
com a Figura 10, analisando o comportamento do pH ao longo dos dias, obteve-se 0s seguintes

resultados.

Figura 10-Parametro Fisco-Quimico: pH
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Fonte: elaborado pela Autora (2023)

Ao observar o gréfico, pode-se perceber uma constante nas amostras Al, A2 e A4,
indicando pequenas alteracdes no decorrer dos dezesseis dias; J& a amostra A3 teve uma
alteracdo mais significativa, um decaimento de 5,60 para 5,00 no décimo sexto dia.

De acordo com Carvalho et al. (2013) e Macedo et al. (2015), o soro de leite acido possui
um pH menor que 5,1. Enquanto, que o soro de leite doce apresenta pH mais elevado, acima de
5,6.

Os valores de soro de leite utilizados nesta pesquisa, dispostos na Tabela 2,
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apresentaram pH médio variando 5,8-6,7, indicando que de acordo com a Figura 10 estarem na
faixa apresentada; Os valores obtidos nesta pesquisa estdo entre 5,53 a 5,41 podendo desta
forma ser classificado como soro doce.

Quando h& uma reducdo do pH, a tendéncia € a acidificacdo do meio,e possivelmente
pode ocorrer uma reducdo na carga microbioldgica.

Os fatores que podem promover a variacdo nos resultados de pH estdo associados as
condigdes de producdo e comercializacdo dos queijos, por exemplo, uma vez que a variacao de
temperatura afeta o pH do produto, podendo haver alteracbes de composicdo e das
caracteristicas fisicas e sensoriais.

Neste sentido, 0 pH modifica as caracteristicas como: textura, atividade microbiana e
condicdo de maturacao. Além disso, o pH elevado pode favorecer o crescimento microbiano, e,
quando muito baixo, pode favorecer ou facilitar a deterioragéo por microrganismos (SHABBIR
et al., 2019).

Em seu estudo Freitas et al. (2013) enfatizam que encontraram valores de pH variando
entre 4,8 a 5,6, na avaliacdo da qualidade de queijo Coalho comercializidos no estado da
Paraiba, 0 que representa uma diferenca nos dados encontrados nas amostras avaliadas no

presente estudo.

5.1.3 Acidez Titulavel (mg de &cido latico.g™?)

Para o parametro acidez titulavel (mg de acido latico.g™?), resultados apresentados na
Figura 11, as amostras apresentaram grande variacao, entre 0,61 a 0,45 mg de &cido latico.
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Figura 11-Parametro Fisco-Quimico: Acidez Titulavel
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Observa-se um decaimento significativo desse parametro na amostra Al(controle) a
partir do sexto dia, j& na amostra A4 (10g/CPS), houve um aumento de 0,50 a 0,80, indicando
que o concentrado proteico interfere na acidez do queijo.

O resultado de acidez titulavel é inverso ao pH, pois quando os valores de acidez
aumentam, ha uma tendéncia de acidificacdo do meio e, com isso, uma reduzc¢do da carga
microbiologica.

Como é um parametro muito importante para manter a qualidade do produto, embora
ndo indicando na legislacdo valores referénciais para as anélises de acidez e pH do queijo de
Coalho, os valores encontrados nesta pesquisa indicam semelhancas a alguns trabalhos citados
da literatura.

A acidez titulavel é proveniente da quebra da lactose em &cido latico por bactérias
especificas, tendo relagdo direta com o pH, desta forma, quando os valores estdo muito elevados
de acidez, se faz uma associacao a baixos pH, que podem facilitar a contaminagdo microbiana e
na expulsdo de soro da massa durante a fabricacdo e na fase inicial da cura.

As substancias que sdo responsaveis pela acidez aparente do leite sdo: os fosfatos,
citratos, caseina, albumina e gas carb6nico dissolvidos. O termo acidez aparente ndo deve ser
confundido com a acidez que se forma no leite pelo crescimento de bactérias. Amostras de leite
com acidez titulavel mais elevada podem apresentar, em média, teores de proteina e minerais

maiores do que aquelas com acidez titulavel menor (EMBRAPA, 2021).
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Sousa et al. (2014), avaliaram os aspectos fisico-quimicos do queijo Coalho vendidos
nos estados do Nordeste e encontraram valores de 0,12 a 1,01%, valores estes destoantes em
comparagao com a maioria das amostras analisadas no presente estudo.

Mamede et al. (2010), avaliou amostras de queijo Coalho comercializados em Salvador
(BA), e encontrou valores de acidez entre 0,53 a 0,91 %; o autor salienta que valores mais

elevados de acidez, da-se pela possivel acidificacdo por bactérias fermentativas.

5.2 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Para a avaliacdo da qualidade microbiologica dos queijos de Coalho Tipo B, analisados
nesta pesquisa, os resultados foram aferidos com os padrées microbioldgicos determinados para
queijos de alta umidade pela RDC n° 12, de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA BRASIL, 2001), que estabelece indicadores de qualidade, considerando os
coliformes a 45°C e os estafilococos produtores de coagulase.

Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 4, indicando a qualidade microbiolégica

do queijo contendo o concentrado proteico do soro (CPS).



Tabela 4-Parametros Microbioldgicos do queijo com o CPS
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Microbiologia

Amost Coliformes Coliformes Escherichia Staphylococcus
mostra
Totais (NMP/g) Termotolerantes (NMP/g) coli/g aureus/25g
= Al 3,50 x10? 1,90 x102 1,50 x102 100
-‘DE A2 3,00 x10? 1,80 x102 1,50 x102 80
A3 3,50 x10? 1,50x10t 1,00 x102 61
A4 3,40 x10? 1,00 x10t 0 0
Al 3,50 x10? 1,90 x102 1,50 x102 103
A2 3,00 x102 1,40 x102 0 53
Dia 06
A3 2,60 x102 1,00 x102 0 0
A4 0 0 0 0
Al 3,50%x102 1,90 x102 3,40 x10? 104
) A2 2,00 x10t 1,30 x102 0 36
Dia 11
A3 0 0 0 0
A4 0 0 0 0
Al 3,80 x10? 2,10 x102 3,00 x10? 108
A2 0 1,30 x102 0 0
Dia 16
A3 0 0 0 0
A4 0 0 0 0

5.2.1 Coliformes Totais

Fonte: elaborado pela Autora (2022)

A Tabela 4 apresenta os valores obtidos nas analises microbioldgicas e indica que a

amostra Al (controle) apresenta para todos os dias avaliados uma constante contaminacéo

microbiologica por Coliformes Totais, aumentado de 3,50 x102 para 3,80 x102 (NMP/qg), ver

Figura 12:
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Figura 12-Parametros Microbiolégicos : Coliformes Totais (NMP/qg)
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Fonte: elaborado pela Autora (2023)

Pode-se evidenciar que o concentrado proteico de soro, quando aplicado na amostra de
queijo, promove uma reducdo da carga microbiologica para coliformes totais. Na amostra A2
(CPS/1g), temos regressdo da contaminacdo a partir do 6° dia até praticamente zero no 16° dia.
Assim,pode-se inferir que com o aumento da concentracao, pode-se promover uma reducao dos
contaminantes presente em queijo.

Em estudos realizados por Andrade et al. (2016), em feira livre do municipio de
Bananeiras-PB, os autores observaram valores variando de 3,50 x 107 a 2,0 x 108 (NMP/g),
demonstrando contagemde mesofilos superior a legislacdo em todas as amostras.

Nos estudos feito por Melo et al. (2015), em queijos de Coalho comercializados no
municipio de Monteiro-PB, todas as amostras analisadas demonstraram uma elevada contagem,
variando de 1 x 10" a 4,2 x 10" (UFC/qg), resultados também superiores ao valor maximo
permitido pela legislagdo vigente (<5 x 103 UFC/g), conforme Brasil (2001).

A amostra A3 (CPS/5g), a partir do 1° dia j& comega reduzir os coliformes totais. O
comportamento obtido pela amostra A4 (CPS/10g), indica uma reducdo drastica do
contaminante, pois a partir do sexto dia observa-se total auséncia de Coliformes Totais.
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5.2.2 Coliformes Termotolerantes

Analisando os resultados obtido para coliformes termotolerantes, observa-se que a
amostra A3 (CPS/5g), obteve um comportamento inesperado para o sexto dia, mas a partir do
décimo primeiro dia, o contaminante se reduz a zero. A amostra Al (controle), manteve-se
praticamente constante e houve um aumento no décimo sexto dia.

Ja naamostra A2 (CPS/1g), houve um pequena reducdo do microrganismo e depois uma
constancia. Na amostra A4 (CPS/10g) a reducdo se mostrou eficaz ja no sexto dia (Figural3).

Figura 13-Parametros Microbiolégicos: Coliformes Termotolerantes (NMP/q)
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Fonte: elaborado pela Autora (2023)

Oliveira et al. (2013) verificaram niveis de contaminagdo por coliformes
termotolerantes acima do limite com valores variando de 4,0 x 10* a 2,0 x 10° das amostras
analisadas. A legislacdo brasileira (Brasil, 2001) define como limite maximo permitido de

coliformes termotolerantes, o valor de 5,0x102 NMP/g de amostra.
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5.2.3 Escherichia Coli

Tanto o numero de coliformes totais, quanto de coliformes termotolerantes, podem ser
utilizados como um indicativo da possivel presenca de patdgenos como E. coli, que pode causar
riscos a satide dos consumidores.

A E. coli é amplamente utilizada para detectar a contaminacao fecal do produto, pois é
um microrganismo que esta presente na microbiota. Apesar de a maioria das linhagens de E.
coli ndo serem patogénicas, existem algumas destas que podem apresentar um fator de
patogenicidade em alimentos decorrentes da producao de toxinas, resultando em gastroenterites
e infecges (NUNES et al. 2013).

A Figura 14 detalha os resultados das analises de E. coli obtidos.

Figura 14-Parametros Microbioldgicos: Escherichia coli
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Fonte: elaborado pela Autora (2023)

Podemos perceber que a amostra Al (controle) demonstra um comportamento
acentuado principalmente no décimo sexto dia enquanto que as outras amostras indicam uma
reducdo a zero com o passar dos dias. O concentrado proteico demonstrou um comportamento
excelente com relacdo ao patdgeno, indicando que houve a eliminacdo do mesmo.

Segundo os resultados de seus estudos, de Oliveira et al. (2010) conseguiram constatar

que 80,95% das amostras de queijos Coalho apresentaram valores superiores a maxima
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permitida pela legislagdo (Brasil, 2001), evidenciando a presenga de E. coli em 64,29% das
amostras analisadas.
Bonfim et al. (2020), detalham em suas pesquisas sobre a resisténcia desse patdgeno,

cercade 44% de E. coli é sensivel aos antimicrobianos existentes.

5.2.4 Staphylococcus aureus

Pode-se observar através do grafico da Figura 15, que a amostra A2 (1g/CPS) a partir
do 16° dia, indica auséncia de S. aureus, a amostra A3 (5g/CPS) demostra que a partir do 6° dia
ndo ha mais contaminacdo por S. aureus, e a amostra A4 (10g/CPS) desde o primeiro dia de
anélise, ndo ha indicios de S. aureus.

A amostra Al1( controle) demonstra que ndo houve reducdo e had um aumento
significativo do patogeno.

A Figura 15 detalha a quantidade de S. Aureus encontrada em cada analise.

Figura 15-Parametros Microbioldgicos: Staphylococcus aureus
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A RDC de 12 de 2001 define a quantidade de Staphylococcus aureus (até 10° UFC/g),
por conta da sua capacidade de producéo de toxinas, mas vale ressaltar que a legislacéo define o

limite aceitavel da presencga de S. aureus, se baseando em estudos que comprovam que uma
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determinada quantidade de microrganismos nao produzem toxinas suficientes para prejudicar a
salide dos consumidores. Assim, dependendo da quantidade, a presenca deles em determinados
alimentos ndo indica necessariamente que o consumidor ird ser prejudicado se houver consumo
(SCHELIN, 2011).

Estudos desenvolvidos por Bezerra et al. (2017) indicaram que 65% das 20 amostras
avaliadas para o queijo de Coalho comercializado na cidade de Sousa, Paraiba - Brasil
demonstravam valores acima do limite para S. Aureus.

Em pesquisa realizada por Oliveira et al. (2019), em dezessete municipios do Estado do
Ceara, Brasil, observou-se que 64,9% das amostras de queijo de Coalho produzidas de maneira
artesanal e industrial indicavam a presenca de S. aureus fora dos padrdes vigentes da legislacéo,
0 que evidencia a necessidade de desenvolvimento de um produto com novas abordagens
objetivando a reducdo ou até mesmo a eliminacdo deste microrganismo, conforme foi obtido
no presente trabalho. Ja na pesquisa de Araujo (2021) o extrato aquoso do coentro colocado em
presenca do queijo Coalho por varios dias foi capaz de reduzir os S. aureus.

O queijo de Coalho Tipo B tem um grande impacto social e econdmico, principalamente
no Nordesste brasileiro. A utilizagdo do concentrado proteico com a finalidade da reducéo da
carga microbiana, tem despertado o interesse académico no desenvolvimento de novas
pesquisas e tecnologias para a implementagdo desse produto.

O aproveitamento do residuo que da origem ao concentrado proteico, por métodos de
incorporacdo em alimentos, traz para a industria alimenticia um grande avango nutricional.

Importante ressaltar, que a partir dos resultados obtidos, sugere-se que a implementacéo
efetivade BPF desde a etapa de obtengdo do leite até a producdo de queijo Coalho Tipo B,
necessita deaperfeicoamento, para que os parametros microbioldgicos possam ser melhorados
buscando desta forma, atender os requisitos da legislacdo vigente, e oferecer um alimento

microbiologicamente seguro para o consumidor.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir desta pesquisa permitiram chegar as seguintes conclusdes:

As analises fisico-quimicas realizadas nos gqueijos Coalho Tipo B contendo o concentrado
proteico, indicaram que o0 soro manteve o queijo Coalho como produto com contetdo de alta
umidade, acidez titulavel e pH dentro dos parametros estabelecidos pela legislacdo atual;
Este estudo demonstrou que o concentrado proteico atua fortemente na redugdo ou até
mesmo na eliminacdo dos patdgenos indesejados do queijo Coalho Tipo B, mantendo o
queijo dentro dos padrdes de conformidade com a legislacdo vigente, estando, portanto,
adequados para 0 consumo humano.
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6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A continuidade do projeto que deu origem a esta pesquisa podera trazer grandes
contribuicdes para a sociedade. Como sugestdo para atividades futuras, propomos as seguintes
atividades:

- Aplicagdo do concentrado proteico em outros produtos comestiveis;

- Desenvolvimento de novas tecnologias de processamento;

- Utilizacdo da microbiologia preditiva com o intuito de analisar riscos e desenvolver
novosprodutos e processos;

- Sugere-se andlises descritivas de todo o percurso que esse produto faz até o consumidor.
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