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RESUMO
Os queijos contém microrganismos desejaveis que contribuem positivamente para o
desenvolvimento das caracteristicas organolépticas do produto. Entretanto, alguns
microrganismos indesejaveis podem estar contidos, estes sdo chamados de deteriorantes e/ou
patogénicos. A utilizacdo do 0zdnio nos processos da industria de alimentos vem crescendo ao
longo dos anos, uma vez que tem gerado resultados positivos, pois 0 seu mecanismo de agéo
atua diretamente nos componentes celulares. O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia
de alteracbes na composicdo quimica e na carga microbiolégica de queijo tipo coalho
comercializado em Manaus — AM, antes e ap0s a exposi¢do ao gas 0zbnio. As amostras de
queijo coalho artesanal foram coletadas em quatro feiras municipais da cidade de Manaus-AM.
Foram coletadas trés amostras com peso de 250 g/amostra, por banca de venda, totalizando
nove amostras por feira. As andlises microbioldgicas foram realizadas de acordo com a
Instrucdo Normativa n° 62 (MAPA, 2011) e para as analises bromatol6gicas foram usadas
metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Com base na analise estatistica, 0s
resultados significativos da aplicacdo do gas ozénio foi o tempo de 6 horas em relacdo a reducao
da carga microbiana, e ndo houve alteracdes relevantes na composicdo quimica do queijo

analisado.

Palavras-chave: Qualidade. Seguranca alimentar. Bactérias.



ABSTRACT
Cheeses contain desirable microorganisms that contribute positively to the development of the
organoleptic characteristics of the product. However, some undesirable microorganisms may
be contained, these are called spoilage and / or pathogens. Ozone utilization in food industry
processes has been increasing over the years, as it has generated positive results, as its action
mechanism acts directly on cellular components. The objective of this work was to evaluate the
occurrence of changes in chemical composition and microbiological load of rennet cheese
marketed in Manaus - AM, before and after exposure to ozone gas. The samples of artisanal
coalho cheese were collected at four municipal fairs in Manaus-AM. Three samples weighing
2509 / sample were collected per sales stand, totaling nine samples per fair. Microbiological
analyzes were performed according to Normative Instruction n° 62 (MAPA, 2011) and for the
bromatological analyzes methodologies described were used by the Adolfo Lutz Institute
(2008). Based on the statistical analysis, the significant results of ozone gas application was the
6 hours time in relation to microbial load reduction, and there were no relevant changes in the

chemical composition of the cheese analyzed.

Keywords: Quality. Food Safety. Bacteria.
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1 INTRODUCAO

A qualidade dos alimentos é um fator primordial na inddstria alimenticia mundial, pois
deve cumprir as normas técnicas para a seguranca alimentar. Apesar da legislacao brasileira
estabelecer que o leite utilizado na fabricac&o de queijos deva ser submetido a pasteurizacéo ou
a tratamento térmico equivalente, ainda ha fabricacdo de queijo de forma artesanal ou com
falhas no processo industrial.

As bactérias, bolores e leveduras sdo os microrganismos de maior destague como
agentes potenciais de deterioracdo e como eventuais patdgenos ao homem. Em qualquer tipo
de processamento industrial ou artesanal a manutencdo das condi¢des higiénico-sanitaria é um
requisito essencial. Sabe-se que a carga microbiana contaminante do produto final é a somatoria
dos microrganismos presentes na matéria-prima e aqueles gue se agregam ao produto ao longo

das vérias etapas do processo.

Dentre os organismos que podem participar de processos de formacéo de biofilmes e
gerar problemas de saude publica, destacam-se: Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Salmonella thyphimurium, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus e

Bacillus cereus.

O desafio que as queijarias artesanais enfrentam é o desenvolvimento de tecnologia de
controle da contaminacdo no processamento dos produtos. Ha necessidade de utilizacdo de
processos que propiciem seguranca microbioldgica na producdo e ocorra minimas alteracdes
fisico-quimicas nos queijos. As tecnologias de conservacao nao devem agredir o meio ambiente
e ndo causar alteracOes indesejaveis nos produtos. Dentre estas tecnologias para conservacao,

destaca-se 0 processo de 0zonizagao.

O ozbnio (Os3) € um agente antimicrobiano, com a reatividade elevada e decomposicao
espontanea em produtos ndo toxicos. A aplicagdo de oz6nio tem sido avaliada em diversos
produtos carneos, derivados lacteos, aves, peixes, frutas e vegetais, e 0s resultados obtidos nas

pesquisas afirmam que ocorre aumento da vida de prateleira dos produtos.

Na area de alimentos, poucas pesquisas tém sido realizadas e ainda ndo existe
legislagdo especifica que oriente aplicacBes nesta area, embora seja eficiente e considerado mais
seguro que os sanitizantes tradicionais utilizados pela industria alimenticia, pois nao deixa

residuos capazes de alterar as caracteristicas organolépticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade do queijo coalho bovino submetido a atmosfera modificada pelo
gas 0zbnio, a uma concentracdo de 6,0 ppm em diferentes tempos de exposicao.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da aplicacdo direta de ozonio em tempos diferentes;

Verificar o efeito da ozonizacao sobre os principais componentes do queijo;

Avaliar o nivel de reducao de microrganismos contaminantes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Queijo coalho

O queijo de coalho é aquele que se obtém pela coagulacao do leite por meio do coalho
ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acdo de bactérias
lacteas selecionadas, sendo comercializado normalmente com até dez dias de fabricacédo
(BRASIL, 2001).

Apesar da legislagdo brasileira estabelecer que o leite utilizado na fabricacdo de
queijos deve ser submetido a pasteurizagdo ou a tratamento térmico equivalente (BRASIL,
1996), em 85% dos casos, o leite utilizado na elaboracdo deste queijo ndo é pasteurizado
(NASSU et al., 2001), o que representa um risco em potencial para o consumidor devido a
possibilidade de veiculagcdo de microrganismos patogénicos, como Salmonella spp. e S. aureus
e microrganismos do grupo coliforme. Outro fator agravante é o fato do queijo coalho ser, na
maioria das vezes, consumido cru, ou seja, sem nenhum tratamento quimico ou térmico
(DUARTE et al., 2005).

Atualmente, em funcdo do grande consumo, ja existe legislacdo nacional especifica,
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos Lacteos (RTIQ), o qual estabelece
os padr@es de identidade e os requisitos minimos de qualidade que o queijo coalho deve cumprir
para ser destinado ao consumo humano (FREITAS FILHO et al., 2009).

3.2 Qualidade microbiol6gica do queijo

Os queijos que contém microrganismos desejaveis sdo aqueles que contribuem
positivamente para o desenvolvimento das caracteristicas organolépticas do produto.
Entretanto, alguns microrganismos indesejaveis podem estar contidos, estes sdo chamados de
deteriorantes e/ou patogénicos, 0s quais exercem um efeito negativo na qualidade sensorial do
produto e podendo, em alguns casos, provocar doencgas. A contaminagdo microbiana de queijos

possui um importante impacto socioeconémico (CARVALHO, 2014).
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3.2.1 Microrganismos indicadores de qualidade

Os principais bioindicadores de contaminacdo em queijos, incluem as bactérias do
grupo coliformes, bactérias patogénicas como S. aureus, Salmonella spp. e, ainda, leveduras e
alguns bolores. A presenca desses microrganismos no alimento esta relacionada a ma qualidade
da matéria-prima e adocdo de técnicas higiénicas inadequadas, que comprometem a seguranca
do produto final (CARVALHO, 2014).

3.2.1.1 Coliformes

Coliformes sdo um grupo de bacilos Gram-negativos, da familia Enterobacteriaceae,
moveis, aerobios ou anaerobios facultativos fermentadoras de lactose e sacarose a 35-37 °C
produzindo &cido, gés e aldeido, entre 24-48 horas. Sdo também oxidase-negativo e néo
esporulados (PEREIRA, 2003). Nesse grupo de bactérias incluem-se os géneros Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, e encontram-se coliformes termotolerantes e coliformes
fecais que podem crescer a 45 °C. Os termotolerantes distinguem-se coliformes fecais pelo fato
destes ocorrerem na vegetacao e solo, e E. coli decorrer em grande nimero, exclusivamente
tanto no trato digestivo como nas fezes dos humanos e animais (FORSYTHE, 2013).

O padrdo permitido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA,
conforme Resolucio — RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, para coliformes fecais € de 5,0x10?
UFC/g para os queijos. Apesar de ndo estar estabelecido limite maximo de coliformes totais
pelos 6rgdos competentes estes microrganismos sdo considerados indicadores de qualidade

sanitaria.

3.2.1.2 Staphylococcus coagulase positivo

S@0 bactérias do género Staphylococcus, cocos Gram-positivos da familia
Micrococcaceae. Sdo facultativas anaerdbicas, com maior crescimento sob condigdes
aerobicas, sob o qual produzem catalase. Os estafilococos sdo mesofilos com a temperatura
Otima de desenvolvimento entre 35 a 40 °C e temperaturas extremas de 7 a 47.8 °C. Entre 10 a
46 °C, formam enterotoxinas e temperatura 6tima situada aos 35 °C. Os surtos de intoxicagédo
alimentar sdo provocados por alimentos que permanecem neste intervalo de temperatura por
tempo variavel (SILVA et al., 2007).
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O padréo permitido pela ANVISA, conforme Resolu¢do — RDC n° 12, de 02 de janeiro
de 2001, para Staphylococcus coagulase positiva é de 5,0x102 UFC/g para os queijos de coalho.

3.2.1.3 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende bacilos
Gram-negativos ndo produtores de esporos e sao anaerobios facultativos. O pH 6timo para o
seu crescimento fica proximo de 7,0 e a temperatura ideal para sua multiplicacdo é 35-37 °C,
sendo a minima de 5 °C e a méxima de 47 °C (FRANCO et al., 1996).

A Salmonella é normalmente, encontrada no trato intestinal de animais domesticos e
selvagens, especialmente, aves e repteis, tem como principais veiculos de disseminagédo
alimentos e a &gua (FRANCO et al., 1996).

A presenca de Salmonella em queijos pode ocorrer durante a fabricacdo, pela
manipulacdo de portador com habitos de higiene inadequados, ou pela utilizacdo de matéria
prima contaminada em processos anteriores a elaboracéo do produto (PERESI et al., 2001).

A ANVISA, conforme Resolucdo — RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, determina
auséncia de Salmonella em 25 g do produto.

3.2.1.4 Bolores e leveduras

Os bolores e leveduras sdo, em sua maioria, originarios do solo ou do ar e constituem
um grande grupo de microrganismos, sendo, 0s bolores extremamente versateis e capazes de
assimilar qualquer fonte de carbono derivada de alimentos, enquanto as leveduras, sdo mais
exigentes que os bolores, sendo incapazes de assimilar nitrato e carboidratos (SILVA, 2010).

Os bolores sao formados por filamentos denominados hifas, que, em conjunto, formam
o micélio. O micelio é o responsavel pelo aspecto seco, compacto, aveludado, gelatinoso e com
varias coloragfes que sdo caracteristicas das coldnias formadas. Ja as leveduras séo definidas
como fungos cuja forma predominante é unicelular. Elas podem ser esféricas, ovoides,
cilindricas ou triangulares e algumas sdo bastante alongadas formando filamentos semelhantes
as hifas dos bolores. A presenca de fungos filamentosos (bolores) e leveduras viaveis em
numeros elevado podem indicar deficientes condicdes higiénicas de equipamentos, falhas no

processamento e/ou armazenamento, além de produzir micotoxinas (LIMA, 2014).
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Na legislacdo brasileira ndo ha limites de bolores e leveduras para 0s queijos minas

frescal, coalho, colonial, tipo minas e requeijdo marajoara (BRASIL, 2001).

3.3 Parametros quimicos do queijo

Os principais fatores que determinam a composi¢cdo do queijo sdo as proporc¢oes
relativas de agua, gordura, proteinas e minerais, a natureza e extensdo da fermentacéo, sendo

influenciadas pela tecnologia de fabricacdo (BRASIL, 1996).

Tabela 1 - Indices de qualidade do queijo coalho, segundo Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade (RTIQ) de Produtos Lacteos

indice Apos a salga
% de umidade 36 — 60
% de proteina total 20 - 26
% de lipidios totais 35-60

Fonte: Magalhées, L.S. (2019)

3.4 Oz6nio

O gas ozébnio foi descoberto em 1839, por Schonbein que estudava a decomposicéo
eletrolitica da agua. E uma molécula instavel formada pela adi¢io de um 4tomo de oxigénio na
molécula diatdmica de oxigénio. A instabilidade molecular facilita a liberag&o de um atomo de
oxigénio, de forma que o o0zonio age como poderoso oxidante e agente antimicrobiano
(LAPOLLI et al., 2003).

O ozbnio tem uma meia-vida maior no estado gasoso do que em solu¢do aquosa.
Apresenta rapida degradacdo em agua sendo ainda mais rapida quando em solucdes impuras,
ou seja, aquelas que contem duas ou mais substancias diferentes (GUZEL-SEYDIM et al.,
2004).

A acéo do ozonio foi evidenciada na aplicagdo como desinfetante no tratamento de
agua, e outros modos de utilizacdo vem sendo estudados ao longo do tempo para descontaminar

outros utensilios, locais onde necessite de cuidados antimicrobianos. No entanto, a aplicacao
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do ozbnio no processamento de alimentos € relativamente recente, sendo necessario 0
aprimoramento desta tecnologia (LAPOLLI et al., 2003).

3.4.1 Processo de geracéo do 0zonio

O ozénio pode ser produzido por trés técnicas: exposi¢do do Oz a luz ultravioleta,
eletrolise do acido perclorico e descarga elétrica. A técnica mais importante comercialmente é
por descarga elétrica, conhecida como efeito corona, pois gera uma quantidade maior de 0zonio
com menor custo (SILVA et al., 2011). Nesse método, o0 0zdnio é gerado pela passagem de ar
ou oxigénio puro entre os dois eletrodos, um de alta tenséo e outro de baixa tensdo, submetidos
a uma elevada diferenca de potencial elétrico de, aproximadamente, 10.000 V (GONCALVES
etal., 2011).

Quando os elétrons possuem energia suficiente para dissociar a molécula de oxigénio,
comecam a ocorrer colisdes, que causam a dissociagdo do oxigénio e a consequente formacao
do ozbnio (USEPA, 1999), (Figura 1).

Calor
4
—— Eletrodo (alta tensio)
+ 0 —* Descargaelétrica ——— (4

—— Eletrodo (baixa tensfo)

!

Calor

Figura 1 - Geragdo do 0z0nio através do processo corona
Fonte: Adaptado de Guzel-Seydim et al. (2004)



18

3.4.2 Seguranga no uso do géas ozonio

A toxicidade do o0z6nio varia com a sua concentracao e a duracdo da exposicao. Tem
alta acdo oxidante e pode causar doencas graves e até a morte aos animais, plantas e organismos
vivos se inalado em quantidade elevada. Os sinais de toxicidade séo acentuados, irritagdo no
nariz e garganta que podem surgir imediatamente apds contato com o gas a concentracao de 0,1
ppm. Perda de visao pode surgir apos trés a seis horas de exposicdo em concentracdes de 0,1 a
0,5 ppm além de cefaleia, angina no peito, tosse e garganta seca. Maiores niveis de 0zonio (5-
10 ppm) podem causar aumento do pulso e edema pulmonar (PIRANI, 2011).

Tabela 2 - Niveis apropriados de aplicagdo do 0zonio

Exposicéo Nivel de ozbnio (ppm)
Odor detectavel 0,01-0,05
Limite de 8 horas (OHSA) 0,1
Limite de 15 minutos (OHSA) 0,3
Letal em poucos minutos >1700

Fonte: Adaptado de Pirani (2011)

3.4.3 Efeito antimicrobiano do oz6nio

O ozobnio inativa uma diversidade de bactérias, incluindo Gram-negativas e Gram-
positivas, celulas vegetativas e formas esporuladas e esporos fangicos, sendo utilizado em
concentracgdes relativamente baixas e pouco tempo de contato (PIRANI, 2011).

A inativagdo das bactérias pelo 0zdnio € um processo complexo, que age sobre
componentes celulares, incluindo proteinas, lipidios insaturados e enzimas respiratorias nas
membranas celulares, peptideoglicanos dos envelopes celulares, enzimas e acidos nucleicos no
citoplasma e cépsulas virais. Alguns pesquisadores enfatizam que o ozonio molecular é o
principal inativador de microrganismos, enguanto outros afirmam que a atividade
antimicrobiana é realizada pelos subprodutos de decomposi¢do do ozonio tais como "OH, "Oo-
e HOs (PIRANI, 2011).

A oxidacao e inativacao pelo 0z6nio sao rapidas, sendo alvo da oxidagdo a membrana

celular, além de agir na atividade enzimatica das bactérias. Existem dados que evidenciam a
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acdo do ozoénio sobre as bases puricas e pirimidicas dos &cidos nucléicos da E. coli (LAPOLLI
et al., 2003).

3.4.4 Fatores que afetam a acdo antimicrobiana do 0zénio

A acdo do ozbnio como antimicrobiano pode ser afetada de acordo com alguns
parametros como a temperatura, umidade, aditivos e quantidade de matéria organica (PIRANI,
2011).

Segundo Silva et al. (2011), desvantagem da utilizacdo de ozénio como desinfetante é
a sua instabilidade. O grande desafio € prever como 0 0z6nio reage com a matéria organica; o
gas pode oxidar o composto, ou espontaneamente, decompor-se em oxigénio e radicais livres.
Os mecanismos de decomposicao do 0z6nio sdo processos complexos, que dependem de fatores
como os tipos de radicais formados em solucéo e o tipo de matéria organica presente. Portanto,
é dificil generalizar que uma dada concentracdo particular de 0z6nio num determinado
percentual serd efetiva para inibicdo dos microrganismos presentes nos produtos alimenticios
(LANGLAIS et al., 1991).

A presenca de substancias organicas pode competir com 0s microrganismos pela
interagdo com o0 oz6nio. Os virus e as bactérias associadas a matéria orgénica, residuos
celulares, ou fezes sdo resistentes ao 0z6nio, mas os virus purificados sdo prontamente
inativados (PIRANI, 2011).

3.4.5 Aplicagéo do 0zonio no processamento de alimentos

A utilizacdo do ozbnio nos processos da industria de alimentos vem crescendo ao
longo dos anos, uma vez que tem gerado resultados positivos. S&o exemplos de aplicacOes a
ozonizagdo na lavagem de alimentos, nas embalagens e equipamentos (PIRANI, 2011).

Selma et al. (2007) avaliaram a eficiéncia da aplicacdo de ozonio na inativacao de
Shigella sonnei em alface. Os resultados mostraram que para um minuto de contato a 1,6 € 2,2
ppm de 0zdnio, a populacdo de S. sonnei inoculada em &gua, diminuiu de 3,7 e 5,6 log UFC/mL,

respectivamente.

Lanita et al. (2008) evidenciaram bom desempenho no controle de bolores e leveduras

durante o processo de maturagdo de queijo parmesdo com a aplicacdo de 0zOnio na
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concentracéo de 0,03 ppm em cadmara mantida a 11 °C e umidade relativa entre 80 - 85% por
60 dias.

Tiwari et al. (2012) citaram a acdo do ozénio como ferramenta de desinfeccdo em
frutas e legumes (alface, macd, coentro, cenoura, meldo, batata, mirtilo, aipo e pepino). O
principal proposito da ozonizagdo de frutas e legumes, além da inativagdo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes, é a destruicdo de residuos de pesticida e de outros produtos
quimicos.

O uso da ozonizacdo na cadeia da carne também pode ser na fase gasosa ou aquosa
(POHLMAN, 2012). Castillo (2003) avaliou o impacto da lavagem de carcagas com spray de
agua ozonizada comparando com &gua ndo ozonizada. As carcacas foram contaminadas com
E. coli e S. typhimurium.

Kim et al. (2000) analisaram a eficiéncia da aplicacdo em meio aquoso do 0z6nio, do
peroxido de hidrogénio e do acido ascdrbico em solugdo salina sobre files de peixes. Em todos
o0s trés tratamentos os resultados foram positivos, aumentando o tempo de prateleira, com
pequenas alteracdes na rancidez oxidativa e na cor. No tratamento com 0z6nio ocorreu um

aumento de 25% do tempo de prateleira.

A oxidacdo da superficie dos alimentos pode ocorrer devido as aplicagcdes de altas
concentracOes do gas, resultando na descoloracao e alterando o sabor e odor. As alteragcdes nos
atributos sensoriais ou fisico-quimicos dependem da composicdo quimica do alimento, da

dosagem do 0z6nio e condi¢cdes do ambiente (KIM et al., 1999).

Guizel-Seydim et al. (2004) estudaram o uso de agua ozonizada a 10 °C, como técnica
de limpeza prévia de superficie metélica comum em equipamentos da industria de laticinios,
comparando com a limpeza convencional, que é feita com agua aquecida a 40 °C. As taxas de
remocdo foram de 84% dos residuos de leite pela 4gua ozonizada, enquanto a dgua morna
removeu 51%.

Pesquisas com 0zonio na industria de leite foram realizadas por Greene et al. (1993),
0 qual compararam a efetividade da agua ozonizada com um sanitizante clorado para
desinfeccdo de superficies de metal contaminadas com leite UHT inoculado com col6nias de
Pseudomonas fluorescens e Alcaligenes faecalis, e concluiram que ambos os tratamentos
tiveram alta eficiéncia, com 99% de reducéo da microbiota.

A utilizacdo do gas ozonio sobre o leite fluido produz reducdo nas contagens de
microrganismos aerobios mesoéfilos enteroctérias, psicotroficos, S. aureus, bolores e leveduras

foi observado durante dez minutos, ocorrendo uma significativa redugdo destes
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microrganismos. A partir da aplicagdo por 15 minutos houve redugfes mais significativas das
bactérias (COUTO et al., 2016).

Utilizando 5, 10 e 15 minutos, Sheelamary et al. (2011) estudaram os efeitos da
0zonizacao sobre a populacdo de L. monocytogenes em amostras de leite e observaram que a
partir de dez minutos o efeito antimicrobiano do ozonio foi eficiente, pois, houve eliminacéo

total do microrganismo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

No periodo entre julho e dezembro de 2018, foram realizadas quatro coletas de
amostras de queijo coalho artesanal em quatro feiras municipais da cidade de Manaus-AM.
Foram coletadas trés amostras com peso de 250 g/amostra, por banca de venda, totalizando
nove amostras por feira.

As amostras foram adquiridas, acondicionadas, identificadas e transportadas em caixa
isotermica com gelo reciclavel até ao Laboratorio de Principios Bioativos de Origem
Microbiana para as analises microbioldgicas e ao Laboratério de Tecnologia do Pescado | para

analises bromatoldgicas e mantidas sob refrigeracdo 8 °C até 0 momento da analise.

4.2 Preparagdo dos meios de culturas

Os meios de culturas foram preparados obedecendo as instruc6es do fabricante quanto
as proporcgoes e esterilizacdo. Para os plagueamentos foram utilizadas placas de Petri estéreis

descartaveis.

4.3 Preparo das amostras e tratamento com gas 0zonio

Foram utilizadas as amostras dos queijos coalho pesando 250 g, devidamente
identificadas com o0 nome da feira e a banca, as amostras foram acondicionadas em bandejas de
isopor e alocados dentro de uma caixa de isopor com vedacdo, na qual foi conectada com
gerador de 0z6nio modelo OP 32 fabricada pela empresa Interozone do Brasil.

As amostras foram submetidas ao gas ozonio com concentragdo de 6,0 ppm, com
periodo de exposicao diferenciado, sendo os tempos de 3 horas e 6 horas. Apos atingir o tempo
determinado, foram retiradas as amostras devidamente identificadas com o tempo de exposi¢édo

e posteriormente foram realizadas as analises microbioldgicas e bromatolégicas.

4.4 Preparacdo das amostras frescas para analises microbioldgicas

Foi utilizada faca e pinca esterilizada para retirar 25 g de cada amostra de 250 g de

queijo e transferidos para um Erlenmeyer, onde foram adicionados 225 mL de solvente agua
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peptonada 0,1% e feito uma homogeneizagao obtendo-se assim a diluigéo inicial do queijo,
destas foram preparadas as diluigdes sucessivas 10 a 1073,

4.5 Metodologia para analises microbiologicas

As analises microbioldgicas foram efetuadas conforme a Instrucdo Normativa n® 62, de
29 de dezembro de 2011.

4.5.1 Contagem de coliformes totais e Escherichia coli

A pesquisa de coliformes totais e E. coli foi realizada a partir das dilui¢bes sucessivas
de 10"t a 10 em meio de cultura agar biliar vermelho violeta (VRB) para coliformes totais e
agar eosina azul metileno (EMB) para E. coli. As coldnias de coliformes totais tipicamente sdo
roxas avermelhados com ou sem uma zona de precipitados ao redor da col6nia. As coldnias de
E. coli tipicamente apresentam um centro preto e normalmente tém um brilho verde metalico,
foram semeados em placas incubadas a 37 °C/48 h. Apds incubacéo, foram contadas as unidades

formadoras de coldnias, selecionando as placas que continham entre 25 a 250 col6nias.

4.5.2 Contagem de Staphylococcus aureus

A pesquisa de Staphylococcus foi realizada a partir das diluicOes sucessivas de 107 a
10 em meio de cultura 4gar manitol, foi semeado em placas incubadas a 37 °C/48 h. As
colbnias de S. aureus produzem um crescimento exuberante de col6nias amarelas com possivel
halo amarelo ao redor da colénia. Apds incubagéo, foram contadas as unidades formadoras de

col6nias de S. aureus selecionando as placas que continham entre 25 a 250 col6nias.

4.5.3 Contagem de Salmonella spp.

Para Salmonella spp. foi realizado o pré enriquecimento de 25 g de amostra em 225
mL de &gua peptonada a 1% (incubacéo a 36 °C/16-20 h), enriquecimento seletivo em 10 mL
de caldo Rappaport Vassiliadis (41 °C/24-30 h) e 9 mL de caldo Selenito Cistina (41 °C/24-30
h) sendo suspeitos os caldos turvos apds o tempo de incubagdo, sendo isolado em &gar
Salmonella-Shiguella (SS) e &gar verde brilhante. As colnias suspeitas no meio (SS) para

Salmonella spp. positivas para a presencga de H2S, produzem col6nias com centros pretos e no
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meio Agar Verde Brilhante produz col6nias opacas branco-rosadas circundadas por um meio
vermelho brilhante. Foram selecionadas cinco por amostras para os testes de identificagéo
bioquimica pelo TSI, LIA e SIM. O resultado foi expresso como: auséncia ou presenca de

Salmonella spp. em 25 g.

4.5.4 Contagem de bolores e leveduras

A pesquisa de bolores e leveduras foi realizada a partir das dilui¢cBes sucessivas de 10
1 2102 em meio de cultura agar batata glicose (BDA) 2% acidificado com &cido tartarico 10%
para cada 100 mL de meio, foi semeado em placas incubadas a 25 °C/2-7 dias. Apds incubacao,
foram contadas as unidades formadoras de colénias, selecionando as placas que continham

entre 25 a 250 col6nias.

4.6 Andlises bromatoldgicas

As amostras de 100 g de queijo coalho foram submetidas ao processo de liofilizacao
para analisar o teor de umidade e matéria seca, ap6s o processo, foram raladas até obtencdo de
tamanhos homogéneos antes de serem submetidas as analises seguintes.

Para as andlises de proteina bruta foi utilizado o método Kjeldahl, lipideos totais pelo
método Bligh & Dyer, cinzas por método de residuos por incineracéo e teores de cloreto pelo

método de Mohr, metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.7 Anélise estatistica

Nas analises microbiolégicas o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com esquema fatorial 3x4 com trés repeticGes. Os valores foram submetidos ao
fator de correcéo e calculada a media aritmética para a obtencéo da quantidade de UFC/g. Os
valores foram posteriormente transformados em Log para normalizacéo e submetidos a analise
de variancia com auxilio do programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011) onde as médias
significativas foram submetidas ao Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para as analises fisico-quimicas foi utilizado o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com esquema fatorial 3x6 com trés repeti¢cbes. Os valores foram
transformados em decimais e calculada a média aritmética para obtencdo da quantidade em g.

Os valores foram submetidos a andlise de variancia com auxilio do programa SISVAR 5.6
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(FERREIRA, 2011), onde as médias significativas foram submetidas ao Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS

Os valores registrados nas analises microbiologicas das amostras de queijo coalho
coletadas em feiras municipais da cidade de Manaus apresentaram altos niveis de
contaminacdo, variando de acordo com os tipos de bactérias como demonstrado nos gréaficos a

sequir.

Gréfico 1 - Médias da contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC/g) para coliformes
totais das feiras em Manaus/AM
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Fonte: Magalhaes, L.S. (2018)

Neste grafico 1 nota-se que as feiras 1 e 2 foram os locais de coleta das amostras que
tiveram o maior nivel de contaminacdo por coliformes totais e a feira 4, com a menor contagem

desta bactéria.
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Gréfico 2 - Médias da contagem de unidade formadora de colénias (UFC/g) para
Escherichia coli das feiras em Manaus/AM
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Fonte: Magalhdes, L.S. (2018)

O grafico 2 demonstra os niveis de contaminacdo por E. coli e pode-se observar que
as feiras 3 e 4 tem maiores valores na contagem dessa bactéria enquanto as feiras 1 e 2 tem

niveis menores de contaminacao.

Gréfico 3 - Médias da contagem de unidade formadora de colénias (UFC/g) para
Staphylococcus aureus das feiras em Manaus/AM
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Fonte: Magalhées, L.S. (2018)
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Neste grafico 3 observou-se grande diferenca quanto a contagem de S. aureus, pois as
feiras 1 e 2 apresentaram expressiva contaminagdo por essa bactéria, enquanto nas feiras 3 e 4

houve contaminacgdo, porém numa propor¢ao menor em relacdo as outras.

Gréfico 4 - Médias da contagem de unidade formadora de colnias (UFC/g) para fungos das
feiras em Manaus/AM
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Fonte: Magalhaes, L.S. (2018)

No grafico 4 representa os valores de contaminacdo por fungos e as feiras 1 e 2
apresentaram as menores médias nas contagens em relacdo as feiras 3 e 4.

As amostras de queijo coalho foram submetidas a exposicao do gas 0zonio e analisadas
subsequentemente quanto a qualidade microbiologica e caracteristicas bromatologicas.

De acordo com a andlise estatistica, houve variacdo significativa (p>0,05) na reducéo
da contagem de S. aureus, coliformes totais e fungos, em decorréncia da interacdo concentracdo
do 0z6nio e periodo de exposicao do gas (Tabela 3). Entretanto, as interagdes entre esse binémio
foram mais significativas no periodo de exposi¢do mais longo que foi durante 6 horas.

O tempo de exposigéo do queijo ndo foi significativo para E. coli, apesar da redugéo
quando submetido ao tratamento com o géas 0zénio em relacéo ao controle.

A reducdo mais expressiva dentre os contaminantes foram os fungos, pois ocorreu
reducdo significativa nos dois periodos em relacdo aos demais.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada e houve reducdo dos niveis de
contaminacgdo, porém ainda ocorreu a presenca no tempo de 3 horas de exposi¢do ao gas em
algumas amostras de queijo. Mas durante o tempo de 6 horas Salmonella spp. foi ausente,

evidenciando efeito positivo para a eliminacdo deste contaminante.
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Tabela 3 - Médias dos valores de unidade formadora de colénia (UFC/g) em gueijo coalho quando

exposto ao gas 0zénio (6 ppm)

Tratamentos UFC/g p-valor
Controle 1,88 x 108 ¢
3 horas 3,07x10° b 0,00*
6 horas 8,57 x 10* a
Microrganismos
Staphylococcus aureus 1,18 x 10° bc
Coliformes totais 597 x10° ¢ *
Escherichia coli 2,72 x 10° a 0,0005
Bolores e leveduras 9,86 x 10° ab
Microrganismos x Tratamentos 0,0323**
6 horas 6,25 x 10*a
Coliformes totais 3 horas 2,13 x 10° ab 0,0468**
Controle 1,52 x 10% b
6 horas 3,67 x10* a
Escherichia coli 3 horas 7,45x10* b 0,00*
Controle 7,06 X 10° b
6 horas 1,75x 10*a
Bolores e leveduras 3 horas 2,11x10°b 0,00*
Controle 2,73x10%¢
6 horas 2,26 x 10° a
Staphylococcus aureus 3 horas 7,28x10° b 0,00*
Controle 2,58 x 10 b
Tratamentos x Microrganismos 0,0323**
Coliformes totais 2,13x10°a
Escherichia coli 7,45 x 10%a
3 horas Bolores e leveduras 2,11x10°a 0,2339"
Staphylococcus 7,28 x10°a
aureus
Coliformes totais 6,25 x 10* ¢
Escherichia coli 3,67 x 10* ab
6 horas Bolores e leveduras 1,75x 10*a 0,00*
Staphylococcus 2,26 x 10° be
aureus
Coliformes totais 1,52 x10%a
Escherichia coli 7,06 x 10°a
Controle Bolores e leveduras 2,73x 10%a 0,5423™
Staphylococcus 2,58 x 10° a
aureus
CV (%) 28,84

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey.
*Efeito significativo (p<0,01); **Efeito significativo (p<0,05); ns - ndo significativo; CV — Coeficiente
de variacdo

Fonte: Magalhées, L.S. (2018)

Os valores da tabela 3 demonstram que no tempo de 6 horas, a redugéo dos

contaminantes sdo significativos estatisticamente entre os tempos de exposicéo.
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As amostras controles do queijo coalho possuem valores altos em relacdo as demais
amostras submetidas aos tratamentos com o gas ozbnio. Dessa forma, evidenciando a
similaridade dos niveis de contaminacao, pois nao diferem entre si.

De acordo com a analise estatistica para os valores bromatolégicos ndo houve variagédo
significativa (p<0,05) em decorréncia da interagdo do géas ozénio com as amostras de queijo

coalho, exceto para valores de proteina (Tabela 4).

Tabela 4 - Médias dos valores bromatolégicos do queijo coalho exposto ao gas 0zénio (6 ppm)

Tratamento x Composi¢ao (%) 0,0827"
Controle 3,45
3 horas Cinzas 3,19 0,7785™
6 horas 3,87
Controle 1,95
3 horas Cloreto 1,92 0,9844"
6 horas 1,78
Controle 40,27
3 horas Lipidios 39,89 0,3381"™
6 horas 38,89
Controle 59,32
3 horas Matéria seca 58,18 0,3975™
6 horas 58,18
Controle 26,10 a
3 horas Proteina bruta 2921b 0,0066*
6 horas 27,85 ab
Controle 40,68
3 horas Umidade 41,82 0,1933™
6 horas 42,42

CV (%) 8,26 p-valor

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Tukey. *Efeito significativo (p<0,01); ns — ndo significativo; CV — coeficiente de varia¢do
Fonte: Magalhées, L.S. (2018)

Pode-se observar na tabela 4 que a alteragdo significativa ocorreu nos niveis de
proteinas bruta das amostras quando comparadas nos diferentes tempos de exposicdo ao gas
0zonio. Enquanto os outros componentes mantiveram-se estaveis com minimas variages sem
mudancas nos niveis em relacdo as amostras controle.

Nas cinzas ndo houve diferenca significativa de minerais, apesar de que cada amostra
de queijo é oriunda de locais e matéria prima distintas, estatisticamente ndo ocorreu mudancas

em relagdo aos tratamentos.
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A matéria seca manteve-se em quantidade compativel em relacdo a umidade da
amostra, notando-se que o teor de umidade € elevado seguindo o padrdo de identidade do queijo
coalho e sem alterac@es significativas quanto a exposicdo ao gas ozonio.

Os teores de cloreto apesar de nao ter uma mudanca significativa nos niveis pode-se
observar que houve uma minima alteracéo.

A proteina e lipidios s&o os principais componentes do leite e consequentemente para
a producdo de queijos, pois tem a sua importancia no valor nutricional do alimento a ser
consumido por humanos. E notar que ndo houve a reducdo destes componentes quando
submetidos ao tratamento, € um ponto positivo para o uso da tecnologia com o gas ozonio.
Contudo, notou-se um aumento de proteina em consequéncia da proteina microbiana, devido a
alta carga de contaminacéo.

De modo geral, os parametros quimicos nédo tiveram indicio de que reagem de forma
negativa quando o queijo coalho foi exposto ao tratamento com o gés. Observando os valores
dos niveis dos componentes percebe-se que seguem dentro dos padrdes do Regulamento

Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos Lacteos.
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6 DISCUSSAO

Foi investigada a incidéncia de coliformes totais, E. coli, S. aureus, Salmonella spp. e
fungos, em 36 amostras de queijos artesanais comercializados na cidade de Manaus. Todas
foram submetidas as analises microbioldgicas e observado contaminagdo em todas as amostras
coletadas.

Estudos tém reportado a ocorréncia de microrganismos patogénicos e deterioradores
em numeros que excedem no queijo coalho. Nas quais destacam-se as bactérias pesquisadas
neste trabalho, evidenciando a problematica nos queijos artesanais (MENESES et al., 2012).

A grande maioria dos municipios do estado do Amazonas produtores de leite fabrica
0 queijo coalho de forma artesanal. Embora a legislacdo que dispde sobre o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Queijo de Coalho estabeleca que o leite a ser utilizado
deva ser submetido a pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente, ainda é encontrado
queijo coalho produzido com leite cru. Além disso, por se tratar de produto altamente
manipulado torna-se viavel a contaminacdo por microrganismos e bactérias potencialmente
patogénicas (BRASIL, 2001).

O transporte do queijo para os outros municipios, inclusive para Manaus é feito por
via fluvial e/ou terrestre a temperatura ambiente, e 0 que ocorre muitas vezes na fase de
comercializacdo do produto que fica exposto nas feiras e mercados da cidade em condicOes de
higiene insatisfatdria, expondo a populacdo em risco de intoxicacdo alimentar (OPAS/OMS,
2009).

Todas as amostras coletadas neste trabalho estavam fora dos padrfes permitidos pela
ANVISA, portanto imprdprio para o consumo humano. A contaminagdo de queijo coalho
principalmente nos artesanais, em niveis superiores ao permitido pela legislacdo, também foi
observada em outros trabalhos (RUVER et al., 2011; SILVA et al., 2017; SANTIAGO et al.,
2019).

Contudo, os queijos apesar de ndo possuirem selo de certificacdo por orgédo
competente, estes estavam sendo comercializados normalmente em feiras da cidade de Manaus.
Nota-se a necessidade da conscientizacdo e atraves de politicas puablicas proporcionar
capacitacdo aos produtores.

Os alimentos podem conter uma ampla variedade e quantidade de microrganismos que
devem interferir na vida de prateleira ou causar doencas (SILVA et al., 2010). Desse modo,
destaca-se a importancia de boas praticas e tecnologias desenvolvidas para combater e reduzir
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0s niveis de contaminacao para que esteja dentro dos limites permitidos pela ANVISA e ser um
alimento sem riscos a salide humana.

Os resultados obtidos demostraram que 0 0z6nio € capaz de reduzir a contagem de
coliformes totais, E. coli, S. aureus, Salmonella spp. e fungos. Entretanto, S. aureus se mostraram
mais resistentes a acdo do ozénio e Salmonella spp. estava presente em algumas amostras no
periodo de 3 horas de exposi¢do ao 0zdnio, porém no periodo de 6 horas estava ausente.

A composicdo e estrutura do queijo coalho pode ter afetado a eficacia do gas 0z6nio
como agente antimicrobiano. Alguns trabalhos comprovam o efeito positivo do gas ozénio na
inativacdo de microrganismos, tais como fungos, bactérias e virus (NASCIMENTO et al., 2003;
VEIGA, 2003; GUZEL-SEYDIM et al., 2004). Dentre as bactérias ja pesquisadas e sensiveis
ao gas 0zonio, podem ser destacadas E. coli, L. monocytogenes, Pseudomonas, Salmonella spp.,
S. aureus (LEZCANO et al., 2001; TALBOT et al., 2012; SUNG et al., 2014).

O ozbnio atua inicialmente na membrana celular, sendo a superficie da célula o
primeiro alvo a ser atacado. Sua acao é decorrente da oxidacao de glicolipideos, glicoproteinas
e aminoacidos da parede celular, alterando a permeabilidade e causando a rapida lise
(SILVEIRA, 2004). A inativacdo de microrganismos pela ozonizacdo depende da concentracdo
de ozonio, do tempo de aplicagéo e dos microrganismos envolvidos (SILVA et al., 2011). Cada
microrganismo apresenta uma sensibilidade inerente ao o0zonio, sendo as bactérias mais
sensiveis as Gram-negativas em relacdo as Gram-positivas (PASCUAL et al., 2007).

Nesse trabalho foi confirmada a sensibilidade de bactérias Gram-negativas ao 0zénio
em comparacdo as Gram-positivas. As reducdes nas contagens de E. coli, coliformes totais
foram maiores que as reducdes de S. aureus, enquanto a Salmonella spp. teve eliminagédo
completa no tratamento de 6 horas. E possivel que a maior sensibilidade das bactérias Gram-
negativas esteja associada a diferenca na estrutura da parede celular, sendo mais suscetiveis ao
rompimento mecanico, enquanto as Gram-positivas sdo constituidas por varias camadas de
peptideoglicano que formam uma estrutura mais rigida (TORTORA, 2012).

Outro fator que pode ter afetado a eficacia do gas ozonio foi a estrutura dimensional
do queijo coalho. N&o ha pesquisas semelhantes em relacdo ao uso do gas ozbdnio para
conservacao do queijo com intuito de reducdo de bactérias. Mas houveram trabalhos que foi
utilizado o gas em alimentos, mas a area analisada foi a parte externa (CASTILLO, 2003;
SELMA et al., 2007; LANITA et al., 2008; TIWARI et al., 2012; POHLMAN, 2012).

O queijo coalho artesanal analisado neste trabalho teve altos indices de contaminagéo,
0s microrganismos indesejados poderiam estar contidos na area interna do queijo. O tempo de

acao do gas 0zonio ndo foi suficiente para a eliminacdo completa, pois observamos a gradual
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reducdo da contagem de bactérias e também o fator dimensional pode ter impedido a penetragdo
total do gas. Além disso, pode ser considerado a concentracdo do gas um fator que possa ter
limitado a potencialidade de acéo e penetracdo do gas na estrutura do queijo analisado.

A composicdo do queijo coalho pode ter interferido na eficacia do gas ozonio. Ha
trabalhos que indicam a baixa eficiéncia do gas pela interferéncia de compostos orgéanicos.
Segundo Couto et al. (2016), foi avaliado o efeito do gas 0z6nio sobre S. aureus que é uma
bactéria Gram-positiva, em leite integral homogeneizado e em leite desnatado, nas
concentracdes de 34,7 e 44,8 mg/L por até 25 min, e o resultado foi a baixa eficiéncia do gas e
interferéncia da gordura do leite.

No processo de ozonizagéo, a natureza dos compostos organicos presentes no meio
determinara a reatividade do gas. Compostos com grupos funcionais especificos, como anéis
aromaticos e hidrocarbonetos insaturados, sdo propensos ao ataque do gas ozonio, enquanto
outros como hidrocarbonetos saturados, &lcoois e aldeidos, sdo considerados resistentes.

Portanto, a composicao quimica do meio determina a reatividade potencial do ozénio.
Assim pode-se também relacionar a menor reducdo da contagem das bactérias a rapida
decomposicdo do ozdnio.

As reducdes das contagens de fungos foram expressivas, podendo ser considerado um
potencial antifungico para aplicagdo em alimentos. Outros trabalhos relatam o efeito positivo
na eliminag&o de fungos e bolores em alimentos (LANITA et al., 2008).

As caracteristicas bromatoldgicas das amostras do queijo coalho ndo foram alteradas
em decorréncia do processo de ozonizagdo na concentracdo 6,0 ppm, nos tempos de 3 horas e
6 horas. Resultados semelhantes foram obtidos em pesquisas realizadas por Santos (2013), uma
vez que as analises ndo apresentaram alteragdes significativas nos parametros do leite cru que
foi submetido & ozonizagdo a uma concentracdo de 3 mg/L por 0,75 min e 1,5 min. O uso do
gas 0z6nio em conservacao de filé de peixe, apresentou pequena mudanca na rancidez oxidativa
e na cor. As alteragdes nos atributos sensoriais ou fisico-quimicos dependem da composigédo

quimica do alimento, da dosagem do 0z6nio e condi¢des do ambiente (KIM et al., 1999).
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7 CONCLUSOES

A ocorréncia de microrganismos contaminantes no queijo coalho artesanal
comercializado em feiras municipais em Manaus € alta, indicou que ha risco de possivel
intoxicagdo alimentar.

A eficiéncia do gas 0zonio no controle de microrganismos indicadores da qualidade
higiénica e sanitaria como Salmonella spp. estd diretamente relacionada com o tempo de
exposicdo do queijo ao gas.

A maior resisténcia ao gas 0zonio demonstrada por S. aureus indicou que o tipo de
bactéria Gram-positiva pode ser eliminada de modo mais demorado.

A utilizacdo do gas 0zdnio em queijo coalho artesanal ndo afetou as caracteristicas do
padrdo de qualidade exigido pela legislacao.

O aumento do tempo de exposicao do queijo a concentracdo de 6 ppm do gas ozénio
deve ser avaliada quanto a possibilidades de alteracéo fisico-quimica e na redugdo de UFC’s de

microrganismos.
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