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Resumo:

O queijo € um laticinio produzido em todo mundo e com grande valor de mercado e apreco. No Brasil
é além de tudo isso, uma importante fonte de renda e que apresenta uma grande diversidade de
producdo e diferentes categorias. Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar a atividade
antimicrobiana de coberturas comestiveis a base de gelatina, quitosana e extrato de roma em queijo
de coalho. Para tal, foram preparados quatro grupos diferentes de coberturas, um contendo sé gelatina
(G), outro contendo apenas quitosana (Q), um seguinte a partir de uma juncgéo de quitosana + gelatina
(GQ) e uma ultima cobertura sendo formado por quitosana + gelatina + extrato de roma (GQER).
Ap0s a producéo das coberturas, os queijos coalhos adquiridos em supermercado, foram cortados em
pedacos de cubos menores e entdo, esses pedacos fora emergido nas coberturas e separados nos seus
respectivos grupos. No trabalho as analises microbioldgicas se dividiram em dois dias. O dia 0 onde
foram feitas analises microbiologicasde mesofilos e bolores e leveduras em grupo de queijo que ndo
receberam coberturas, chamado esse de grupo Controle (C). Passaram-se 5 dias apds o dia 0 e no
dia 5 foram feitasas mesmas analises microbiologicas em grupos: C, G, Q, GQ e GQER. Quando
observado os resultados das analises microbioldgicas é possivel observar que a cobertura com extrato
de roma causou uma reducdo na quantidade de colbnias de bactérias mesofilas e da formagéo de
bolores e leveduras, mostrando o potencial desse componente na preservacao de alimentos. Percebeu-
se também que os grupos Q e GQ também tiveram efetividade na atividade antimicrobiana na
contagem das colonias de bolores e leveduras.

Palavras-chaves: Punica granatum. Tecnologia de alimentos. Laticinio.
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Abstract:

Cheese is a dairy product produced all over the world and with great market value and appreciation.
In Brazil, it is, in addition to all that, an important source of income, with a great diversity of
production and different categories. Thus, the present study aimed to evaluate the antimicrobial
activity of edible coatings based on gelatin, chitosan and pomegranate extract in coalho cheese. For
this, four different groups of coatings were prepared, one containing only gelatin (G), another
containing only chitosan (Q), a subsequent one from a junction of chitosan + gelatin (GQ) and a last
coating being formed by chitosan + gelatin + pomegranate extract (GQER). After the production of
the toppings, the curd cheeses purchased at the supermarket were cut into smaller cubes and then
these pieces were submerged in the toppings and separated into their respective groups. At work, the
microbiological analyzes were divided into two days. Day 0 where microbiological analyzes of
mesophiles and molds and yeasts were performed in a cheese group that did not receive toppings,
called the Control group (C). 5 days passed after day 0 and on day 5 the same microbiological
analyzes were performed in groups: C, G, Q, GQ and GQER. When observing the results of the
microbiological analysis, it is possible to observe that the coverage with pomegranate extract caused
a reduction in the number of colonies of mesophilic bacteria and the formation of molds and yeasts,
showing the potential of this component in food preservation. It was also noticed that the Q and GQ
groups also had effectiveness in the antimicrobial activity in the counting of colonies of molds and
yeasts.

Key-words: Punica granatum. Food Technology. Dairy.

1. INTRODUCAO

O queijo é um produto com surgimento datado de cerca de 3000 anos A.C (FOX, 1993). O
queijo em definicdo € um produto oriundo da separacdo parcial do soro do leite ou do leite
reconstituido ou dos soros lacteos, que por meio da acdo coagulativa da caseina em conjunto com a
acdo de enzimas presentes em bactérias especificas e pela adi¢cdo de outros componentes, agregam

caracteristicas especificas para tornar a formulagdo do queijo possivel (ABIQ, 2022).

No mundo, o0 queijo apresenta um grande mercado nos mais diversos paises € com as mais
diversas caracteristicas e em 2019 o mercado de queijos movimentou mais de 100 bilhdes de reais e
foram produzidas mais de 200 mil toneladas, demonstrando um constante crescimento do emprego
deste produto ao redor do mundo (FRIEDRICH et al., 2017; ABIQ, 2022).

Quando afunilamos ainda mais e trazemos para a regido nordeste, destacando principalmente
0 Rio Grande do Norte, a regido apresenta um forte mercado na producdo de queijos, principalmente
de forma artesanal. Em todo o territorio Potiguar, somam-se mais de 350 pequenas industrias de
producdo, na qual o principal queijo produzido € o queijo coalho. Além disso, é uma das principais
fontes de renda dos produtores de leite da regido (MENEZES, 2011).

Os revestimentos comestiveis compreendem uma tecnologia com finalidade de conservacgao,



FILHO, Paulo de Tarso de Paula Santiago. SANTOS, Bruno Sueliton dos. MACEDO, Renata
Cristina Borges da Silva. SOARES, Karolina, Mikaelle de Paiva. Anélises microbiologicas em
queijos de coalho recobertos com coberturas comestiveis elaboradas a base de gelatina,
guitosana e extrato de roma. Revista Interdisciplinar Cientifica Aplicada, Blumenau/SC, V.17, n°
4,p.98-112. TRI IV 2023. ISSN 1980-7031.

com ampla aplicacdo em produtos frescos, que geralmente levam a um aumento de vida Util dos
alimentos devido principalmente a diminui¢do nas trocas gasosas entre o ambiente e o alimento
(SANTOS et al., 2018).

Com isso, o trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade microbiol6gica de queijo de

coalho recoberto com cobertura comestivel a base de gelatina, quitosana e extrato de roma.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PRODUCAO DO EXTRATO DE ROMA

Os frutos de romd (Punica granatum L.) foram obtidos em no municipio de Mossoro,
localizado no Estado do Rio Grande do Norte, nas coordenadas geograficas: 05° 11’ 15” S de latitude,
37°20° 39” W de longitude ¢ 16 m de altitude. Para produgdo do extrato, utilizou-se, como base, 0S
trabalhos de Moreira et al. (2014), Alsaggaf, Moussa & Tayel (2017) e Freire et al. (2019), com

adaptacoes.

Primeiro, as romds foram coletas e transportadas em caixas isotérmicas ao Laboratério de
Biotecnologia de Alimentos (LABA), para lavagem com agua estéril e sanitizacdo com solucdo de
hipoclorito de s6dio a 100 ppm. Apds lavagem as romas foram secadas com papéis toalha. Entdo em
sequéncia, as romds foram divididas em 4 partes para separacao entre a polpa e as cascas. As cascas

foram entdo colocadas em estufa de circulacdo de ar a 40 °C por um periodo de 48 horas.

Entdo em seguida a casca seca foi macerada utilizando almofariz e pistilo para obtencdo do
po. Por sequéncia foi utilizado 70% de etanol como solvente com agitacéo constante por 24 horas em
agitador magnéetico (SL-95, Solab), em bal&o volumétrico com tampa, obtendo ao final do processo
um extrato hidroalcoolico a 100 mg/mL, com isso entdo obtendo a extragcdo dos componentes

presentes no po.

Com o descanso para conseguir separar a fase liquida da solida, o extrato produzidofoi
colocado em uma proveta de 100 mL por um periodo de 24 horas. Apés o descanso do extrato, a fase
liquida foi recuperada com o auxilio de uma pipeta estéril e entdo transferido, para baldo volumétrico
graduado com o ndo encaixe completo da tapa em baldo e sem seguidasob agitacdo constante, em
agitador magnético com aquecimento (TE-0851, Tecnal) a 50 °C por 48 horas. Com 0 nédo encaixe
completo da tapa em baldo volumétrico foi possivel removerparte do alcool por evaporagédo. O extrato

concentrado (50 mg/mL) foi entdo armazenado em frascos de vidro ambar e congelado, até a
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realizacdo das analises.

2.2 PRODUCAO DAS COBERTURAS COMESTIVEIS

Para aplicacdo aos queijos, diferentes coberturas comestiveis foram produzidas, sendo os
tratamentos utilizados: C (Controle/sem cobertura), G (gelatina), Q (quitosana), GQ (gelatina +

quitosana) e GQER (gelatina + quitosana + extrato de roma).

A producéo da solucéo de gelatina se deu a partir da hidratacdo de 10g de gelatina comercial
(Sigma Aldrich) em 100 mL de agua destilada por 1 hora. Em seguida foi aquecidaa 85 °C por 10
minutos em banho maria e posteriormente foi adicionado 0,2 g de glicerol sob agitacdo constante em
agitador magnético por durante 2 horas (FRIEDRICH et al., 2017).

A producdo da solugédo de quitosana se deu a partir da diluigéo de 1g de quitosana em 100 mL
de &cido acético 1% (v:v), sob agitacdo mecanica até completa diluicdo. Em seguida foi aquecida a
85 °C por 10 minutos em banho maria e posteriormente foi adicionado 0,2 g de glicerol sob agitacao

constante em agitador magnético por durante 2 horas (GALINDO, 2017).

Para producéo da cobertura GQ a solucdo de quitosana foi produzida a partir da diluicdo de
0,2 g de quitosana em 20 mL de acido acético 1% (v:v), sob agitacdo mecanica atécompleta diluicéo.
Em seguida adicionou-se 30 mL da solucdo de gelatina ja produzida e 0,2gde glicerol sob agitacéo

constante em agitador magnético por 2 horas até a completa homogeneizacdo (GALINDO, 2017).

Para producéo da cobertura GQER foi realizada a producdo da GQ conforme a metodologia
citada anteriormente e entdo adicionados 10 % do extrato hidroalcoolico de roma, em relacdo ao
volume da solugdo de GQ e misturados sobre agitacdo mecanica até completa diluicdo (GALINDO,
2017).

2.3 OBTENCAO DAS PECAS DE QUEIJO COALHO E APLICACAO DAS COBERTURAS
COMESTIVEIS

As pecas de queijo coalho foram obtidas em supermercado do municipio de Mossor6- RN e
transportadas, em recipiente isotérmico, ao Laboratério de Biotecnologia de Alimentos (LABA) para
preparo e aplicacdo das coberturas comestiveis produzidas e avaliacdo da sua qualidade

microbiologica sob refrigeracdo e armazenamento e posteriores processamento paraanalises. Os
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queijos, antes de receberem a cobertura, passaram por um processamento, na qualforam lavados em
agua destilada e postos para secar por 2 horas em ambiente esterilizado em cabine de fluxo laminar.
Em seguida, os queijos foram cortados em pequenos cubos, pesando5 gramas cada aproximadamente
e entdo os cubos foram emergidos brevemente em solucdo filmogénica processo esse chamado
dipping, em cada um dos tipos das coberturas, de acordo com a imagem a seguir. Apds emergidos
nas coberturas foram postos para secar palitados em superficie de isopor, separados em grupos de
acordo com os seus grupos de coberturas, e entdo, apds secagem, foram guardados em sacos plasticos

e mantidos em geladeira com temperatura 5 + 1°C até a realizacéo das analises (FREIRE et al., 2019).

Figura 1: Separacdo dos grupos de queijos cobertos com suas respectivas coberturas comestiveis
armazenados em embalagens plasticas para posterior armazenamento refrigerado em geladeira com
temperatura de 5 £ 1°C e posteriores avaliacOes.
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Legenda: grupos C e coberturas G, Q, GQ e GQER em sacos pléasticos para armazenamento em geladeira durante 5 dias
para anélises de mesofilos e bolores e leveduras.
Fonte: Acervo prérpio.

2.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Logo apos a aquisi¢do, os queijos foram transportados, em caixa isotérmica, até o LABA. Os
experimentos para as analises microbiologicas foram feitos em triplicata separadosem dois dias e foi
feito o processamento para anélises de mesofilos e bolores e leveduras. O Primeiro dia sendo dia 0,
onde seriam feitas as analises microbioldgicas para 0 grupo que ndo recebeu coberturas comestiveis,
grupo esse sendo o grupo Controle (C). Entdo, os queijos receberam o tratamento com a imersao em

coberturas comestiveis, e foram armazenados durante 5 dias. Sendo entdo, o segundo dia de analises
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microbiologica chamado de dia 5 onde continham os grupos C, Gelatina (G), Quitosana (Q), Gelatina
+ Quitosana (GQ) e Gelatina + Quitosana + Extrato de roma (GQER). Em detalhes para o grupo
controle no dia 0 foram feitas as seguintes analises. Para mesoéfilos, inicialmente, em ambiente estéril,
0 queijo foi cortado com bisturi, adicionada em um frasco Erlenmeyer contendo 225 mL de solugéo
salina peptonada tamponada a 0,1%. A partir desta diluicdo, 1 mL da amostra foi inoculado na
superficie de placas de Petri contendo meio Agar Padrdo para Contagem (PCA), sendo o

espalhamento realizado com o auxilio de al¢a de Drigalski até sua completa absorcao.

Realizou-se a incubacgdo em estufa bacterioldgica a 36 + 1°C por 48 + 2 (BRASIL, 2003). O
mesmo processo para mesofilos foi realizado para bolores e leveduras mudando apenas o
plaqueamento em superficie, 1 mL de cada dilui¢do foi inoculado em placas de Petri commeio Agar
Batata Dextrose (BDA), e espalhado com alga de Drigalski. Sem inverter, as placas foram incubadas
em BOD a 25 + 1°C por cinco dias (FREIRE et al., 2019).

Foi aplicado os diferentes tipos de coberturas sobre os queijos e posteriormente postos na
geladeira, por mais 5 dias. Apos o periodo repetiu-se o processo de plagueamento e cultivo em estufa
e BOD para uma posterior contagem e verificagdo do crescimento bacteriano, dos mesofilos e bolores

e leveduras.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

Na contagem microbiologica do grupo C no dia 0, foi possivel observar a formacao de diversas

coldnias bacterianas e a presenca de bolores e leveduras, sendo que as bactérias aerobicas mesofilas

formaram 22,76x106 UFC/g, enquanto os bolores e leveduras formaram 14,46x106 UFC/g ainda sem

a aplicacdo de nenhuma das coberturas sobre o0 queijo.

No dia 5 para mesofilos foram obtidos os seguintes valores na contagem de unidades
formadoras de coldnias dos seguintes grupos: C (4,43x108 UFC/g), G (3,88x102 UFC/g), Q (3,95x108
UFC/g) e GQER (3,04x108 UFC/g). Foi possivel observar que a diminuicdo efetiva das colonias de
bactérias mesdfilas so ocorreu significativamente na cobertura que apresentava em sua formulagéo a
GQER, a qual formou 3,04x10® UFC/g. As demais coberturas ndo apresentaram alteragdes

significativas, em comparagéo ao grupo C quando observamos a contagem.

Contudo, para os grupos da analise de bolores e leveduras do dia 5, observamos um padrédo

bastante diferente em relagdo ao grupo C (1,33x10° UFC/g) comparado com os demais grupos. As
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coberturas G (6,81x108UFC/g) e GQ (7,19x108UFC/g), ao se analisar, apresentaram uma reduc&o
significativa em relacdo ao grupo C. Além disso, é possivel observar que as coberturas formadas por
Q (3,95x108UFC/g) e por GQER (1,56x108UFC/g) apresentaram uma reducgdo ainda maior, sendo
superior a 85% a reducéo dos bolores e leveduras formadas em relagdo ao grupo C.

Outro importante ponto a se destacar é que tanto para a formacdo de bactérias mesofilas,
quanto para a formacdo dos bolores e leveduras, o grupo GQER apresentou significancia nos
resultados de ambas analises. Nos grupos em que o extrato de roma aparece foram observados 0s
menores valores na formacdo das colonias que podem ser observados na contagem das unidades

formadoras de colonias.

A importancia das coberturas comestiveis nos alimentos ao longo dos anos em que temsido
empregada demonstrou resultados bastante satisfatorios, ndo apenas no queijo, mastambém em varios
outros alimentos, estes aditivos permitiram aumentar a conservacao e o tempo de sua vida atil. Além
disso, vale ressaltar a grande variabilidade destas coberturas e substratos que podem ser usados em

sua fabricacdo também é um importante ponto a ser considerado (ASSIS; BRITO, 2014).

O presente trabalho trouxe a utilizagéo de diversas coberturas que foram empregadas no queijo
do tipo coalho, visando aumentar o tempo de vida em prateleira, na qual a reducéo deste tempo de
vida é ocasionada principalmente por bactérias e fungos, dado a facilidade de crescimento desses
micro-organismos que pode ndo sé apenas levar a uma reducdo do tempo de vida do alimento, como
também pode ocasionar a pessoa que faca a ingestdo destealimento sofrer processos de intoxicagdo
alimentar devido a componentes que estes micro- organismos podem liberar a partir do seu
metabolismo (LEONARDI; AZEVEDO, 2018).

Neste trabalho observou-se, de forma geral, as bactérias mesofilas aer6bicas uma classe de
bactérias bastante atuante na superficie de alimentos e uma das principais responsaveis pela liberacao
de toxinas que podem ocasionar processos de intoxicacdo em pessoas levando as vezes até o
surgimento de casos graves. Além desta classe de bactérias, os bolores e leveduras também foram
observados, correspondendo a uma classe de fungos que esta bastante presente em alimentos sendo
responsavel pela mudanca anatémica do alimento, alteragcdes no gosto e caracteriza o alimento como
inapto para o consumo. Além disso, pode ocasionar intoxicacfes, porém menos severas do que as
bactérias, todavia, sdo bastante frequentes em alimentos, principalmente quando expostos ao meio

ambiente, como é o caso dos queijos durante sua producdo e armazenamento (CORTEZ, 2003).

A partir das coberturas comestiveis aplicadas ao queijo coalho, foi possivel observar
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diferentes perfis de resposta ao crescimento de micro-organismos.

Como colocado sobre o dia 5 da anélise de mesofilos, nota-se que apenas uma das coberturas
demonstrou real efetividade contra o crescimento de bactérias mesofilas, a cobertura que continha a
GQER. Nota-se entéo que efetivamente nem a cobertura de G e nem o de Q utilizados, separadamente
ou em conjunto, demonstraram real efetividade contra esta classe de bactérias. Entretanto, o extrato
alcoolico de romd apresentou um incremento significativo de resposta a cobertura. Em outros
trabalhos j& foi observado que mesmo o extrato alcodlico da roma sozinho apresenta atividade
bactericida e bacteriostatica, além disso, outros trabalhos também mostram o emprego do extrato de
romd em coberturas garantindo uma melhoria da eficacia na preservacdo do alimento, devido
aumentar o controle sobre o crescimento bacteriano, aumentando assim o tempo de vida em prateleira
(FREIRE et al., 2019; LEITE, 2021).

Freire et al. (2019), utilizando extrato de roma associado em cobertura com fécula de
mandioca e cera de abelha, observaram que o incremento do extrato hidroalco6lico de roma resultou
na reducdo tanto de bolores e leveduras, quanto também de bactérias mesdéfilas, mesmo apos o

primeiro dia de aplicacdo da cobertura.

Vale ressaltar ainda que outros autores também ndo apresentaram elevada atividade da
gelatina e nem da quitosana frente a bactérias mesoéfilas. Barros et al. (2017) observaram diferentes
concentracdes de cobertura feita a base de quitosana, utilizando concentracdes de 5, 10 e 15 mg/mL
frente Staphylococcus aureus, uma espécie de bactéria mesdfila, s6 foi possivel observar diferencas
em relacéo ao controle apenas no 8° e 16° dia na qual a cobertura havia sido aplicada. Entdo mesmo
que a cobertura de quitosana apresente atividade antimicrobiana e controle de oxigénio € necessario
talvez uma exposi¢do mais prolongada, um maior tempo de contato da cobertura com a bactéria para
que seja possivel induzir a morte dela ou até mesmo uma concentragdo mais elevada do composto.
Brazeiro et al. (2017) também observaram que coberturas contendo quitosana ndo apresentaram

atividade inibitdria frente a bactérias mesofilas, apenas ao utilizar altas concentragoes.

Além disso, outros trabalhos também trazem as aplicacBes das combinagdes de filmes
formados por gelatina e quitosana frente a bactérias mesofilas. Contudo, as concentragdes utilizadas
em nosso estudo ndo demonstraram serem eficazes frente a essa classe de bactérias. Em outros
trabalhos foi observado a utilizacdo de concentragdes bem mais elevadas para obtengédo de respostas
antimicrobianas (TRINDADE et al., 2022, GALINDO, 2017).

Diferentemente do observado frente a bactérias mesofilas, quando analisamos a relacdo da
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presenca de bolores e leveduras em relacdo ao controle vemos que todos os tratamentos se mostram
eficientes na reducdo da presenca de bolores e leveduras no queijo coalho apds os 5 dias de
tratamento. Vale destacar a cobertura contendo apenas quitosana e a cobertura contendo gelatina +
quitosana + extrato de rom&. Na qual, ambos as coberturas apresentaram as maiores reducdes do

crescimento de bolores e leveduras analisados.

Essa reducdo significativa por parte da quitosana ja era esperada, devido que presente na
literatura a quitosana apresenta propriedades que a tornam capaz de causar alteracbes morfoldgicas
em estruturas flngicas que levam ao rompimento de membrana e acarretam a morte celular do fungo
(NASCIMENTO, 2013).

Como ja foi visto tanto para as bactérias mesoéfilas e agora para os fungos, o extrato de roma
mostrou-se um eficaz componente para impactar de forma positiva as coberturas e aumentar sua
atividade frente aos micro-organismos garantindo assim um maior tempo de vida em prateleira. Esta
alta atividade esta ligado diretamente a composicdo do extrato de romd, a utilizacdo de um extrato
hidroalcodlico prioriza por agregar e extrair principalmenteos compostos fenolicos que estdo
presentes na roma. Esses compostos fenolicos na literatura sdo bastante descritos devido a sua elevada
atividade antimicrobiana e antifungica. (NASCIMENTO, 2013; RAMOS, 2016, LEITE, 2021).

Os mecanismos de acdo desses compostos fendlicos sdo principalmente a capacidade de
desencadear a producdo de oxidante aos micro-organismos e dessa forma leva-los a morte pelo
acumulo de danos causados. Podem também causar danos a membrana e gerar a formacéo de poros
resultando no extraviamento do contetdo intracelular e levar a morte. Além de induzir e desencadear
a producdo indevida de metabolitos secundarios pelo micro- organismo causando uma desregulacao
e levando a posterior morte (STANGARLIN et al., 2011).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, foi observado que a cobertura comestivel GQER foi capaz de reduzir
significativamente a presenca de bactérias mesofilas no queijo bem como aos bolores e leveduras.
Além de sua eficiéncia, foi observado que a cobertura a base de quitosana também demonstrou grande
capacidade antimicrobiana sobre mesofilos. A alta eficacia aos tratamentos ligada ao extrato de roméa
se deu devido a sua composicdo, conter uma abundante presenca de compostos fenolicos que

desempenham uma alta atividade antimicrobiana e antifingica. Sendo assim, conclui-se que a
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utilizacdo do extrato de roma em coberturas trouxe beneficios que podem lheconferir aos alimentos

um maior tempo de vida em prateleira em alta qualidade.
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