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RESUMO GERAL

Aminas biogénicas sdo bases organicas toxicas de baixo peso molecular com estruturas
alifaticas, aromaticas ou heterociclicas, que podem ser encontradas em varios alimentos.
Elas sédo, normalmente, produzidas através da descarboxilagdo de amino&cidos promovida
por micro-organismos. O consumo de alimentos como queijos processados contendo
grandes quantidades de aminas biogénicas podem resultar em reacdes alérgicas
caracterizadas por dificuldade de respirar, urticaria, vomito e hipertensao. Elas sdo também
conhecidas como possiveis precursores de carcindgenos tais como as N-nitrosaminas. As
aminas biogénicas sao frequentemente encontradas em altas concentracdes nos alimentos
e 0 seu conteudo nao pode ser reduzido por tratamentos térmicos, fato que dificulta a sua
reducdo através dos métodos convencionais de preservacdo. Uma alternativa para a
reducédo do teor destas substancias é a determinagdo de métodos eficientes de deteccéo de
aminas biogénicas em queijos e a implantacdo de boas praticas de fabricacdo e um bom
controle de qualidade dos alimentos produzidos para reduzir significativamente a
proliferacdo de microorganismos responsaveis pela producdo das aminas biogénicas

tornando os subprodutos mais seguros.

PALAVRAS-CHAVE
Aminas Biogénicas. Queijos de Coalho. Controle de Qualidade Microbiol6gico. CLAE-UV-

FLUOR. Boas Préticas de Fabricacdo dos Alimentos. Seguranca Alimentar.



ABSTRACT

Biogenic amines are toxic organic bases of low molecular weight aliphatic, aromatic or
heterocyclic structures, which can be found in various foods. They are usually produced
through decarboxylation of amino acids promoted by micro-organisms. The consumption of
foods like processed cheese containing large amounts of biogenic amines can result in
allergic reactions characterized by difficulty breathing, hives, vomiting and hypertension.
They are also known to be potential carcinogens precursors such as N-nitrosamines.
Biogenic amines are often found in high concentrations in foods and its contents can not be
reduced by heat treatment, a fact that complicates their reduction through conventional
conservation methods. An alternative to reducing the content of these substances is the
determination of efficient methods of detection of biogenic amines in cheese and the
implementation of good manufacturing practices and good control of quality of food produced
to significantly reduce the proliferation of microorganisms responsible for producing biogenic

amines making safer products.

KEYWORDS
Biogenic amines. Coalho Cheese. Microbiology Quality Control of Foods. HPLC-DAD-
FLUOR. Good Manufacturing Practice of Foods. Food Safety.
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A vida moderna imprimiu um ritmo acelerado no cotidiano dos individuos no aspecto
relacionado a alimentacgéo e teve como repercussdo a mudancga de habitos alimentares, com
a introducao de refeigcbes rapidas e a utilizacéo de alimentagdo fora do ambiente doméstico
além da substituicdo de alimentos in natura por alimentos processados como os laticinios e
embutidos carneos. Estes fatores levaram ao crescimento da atencdo para com a seguranga
dos alimentos (POLONIO e PERES, 2009).

O setor de laticinios tem grande importdncia socioeconémica, em especial na
fabricacdo de queijos que podem variar de acordo com a regido produzida. O queijo coalho
€ tipicamente nordestino e possui tecnologia relativamente simples e sua fabricacdo nao
exige equipamentos sofisticados. A falta de critérios de qualidade para a matéria-prima e
para as técnicas de processamento permitem que produtos de baixa qualidade, tanto do
ponto de vista higiénico-sanitario como em relagdo aos padrbes de qualidade especifico do
produto, aumentem os riscos de proliferagdo de microorganismos e a producdo de seus
metabdlitos (DIAS, 2009).

Devido o processo de maturacdo decorrente do processamento tecnolégico,
osqueijos produzem alteracdes de textura e sabor, associadas principalmente a protedlise
da caseina, resultando em um aumento no teor de aminoacidos livres, que por acdo de
descarboxilases bacterianas produzem aminas biogénicas (SANTOS, 2010).

O queijo de coalho em particular € um produto ndo maturado de massa crua,
semelhante ao queijo minas e obtido pela adicdo de coalho, fermento e cloreto de calcio. E
um tipo de queijo bastante consumido na regido nordeste, e que muitas vezes é produzido e
comercializado sem respeitar os padrfes higiénico-sanitarios, fundamentais para a
seguranca do produto final (MENDES et. al., 2002).

Tanto no queijo, assim como em outros alimentos podem produzir aminas
biogénicas, sendo essas definidas como bases organicas de baixo peso molecular, de
importancia biolégica em vegetais, animais e células microbianas, formadas principalmente
por descarboxilagdo microbiana de aminoéacidos e transaminacdo de aldeidos e cetonas
(PINTADO et al.,2008).

A presenca de aminas biogénicas € uma condicdo inerente ao processamento
tecnolégico de varios alimentos que contenham proteinas ou aminoacidos livres e que
estejam sujeitos a condigBes que permitam a atividade microbiana e/ou bioquimica (SILLA-
SANTOS, 1996).

As aminas presentes nos alimentos sdo rapidamente metabolizadas no organismo
por conjugacdo, ou mediante reacdes de oxidagcdo por enzimas aminoxidases, como as
monoaminoxidases (MAO), as diaminoxidases (DAO) e as poliaminoxidases (PAO). Sendo
assim, as aminas geralmente ndo apresentam risco a saude humana. Entretanto, quando

ingeridas em elevadas concentracdes ou quando o sistema de catabolismo das aminas é
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inibido, podem causar efeitos toxicos como: reacdes alérgicas, caracterizadas pela
dificuldade respiratéria, prurido, erup¢éo cutanea, vomitos, febre, e hipertensdo. (LANGE et
al., 2002).

Tradicionalmente, a formagéo de aminas biogénicas nos alimentos tem sido evitada,
principalmente, limitando crescimento microbiano através de refrigeracdo e congelamento.
No entanto, tornam-se necessarias outras medidas para prevenir a formacdo de aminas
biogénicas em alimentos, atender as exigéncias do consumidor e da industria que desejam
produtos seguros com maior validade comercial. (PINTADO et al.,2008).

O presente estudo teve como objetivo elaborar uma revisdo sobre a inter-relacao da
contaminacdo do queijo coalho com as aminas biogénicas e determinar as aminas
biogénicas (cadaverina, feniletilamina, putrescina e tiramina) em vinte diferentes tipos de
queijos fabricados em Alagoas, utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e verificar se o0 método utilizado é eficaz para a deteccdo das aminas

biogénicas nos queijos analisados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a presenca de aminas biogénicas em queijos de coalho produzidos em
laticinios de pequeno e grande porte no estado de Alagoas, utilizando a técnica de

cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de fluorescéncia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar uma revisdo da literatura sobre a problemética da contaminacdo de
queijos de coalho e sua inter-relacdo com as aminas biogénicas e a salde publica.

Determinar as aminas biogénicas (cadaverina, putrescina, feniletilamina, tiramina)
presentes nas amostras de queijo de coalho produzidos em diferentes laticinios do Estado
de Alagoas.

Avaliar a correlacéo entre a quantidade de aminas biogénicas presentes em queijo
de coalho e quantidade de microrganismos presentes em queijo de coalho.

Realizar quimiométrico com estatistica multifatorial para avaliar as amostras de

gueijo de coalho consideradas outliers (fora da margem de segurancga).
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RESUMO

Aminas biogénicas sdo bases orgéanicas toxicas de baixo peso molecular com estruturas
alifaticas, aromaticas ou heterociclicas, que podem ser encontradas em varios alimentos.
Elas sdo, normalmente, produzidas através da descarboxilacdo de aminoacidos promovida
por micro-organismos. O consumo de alimentos processados como 0S queijos, contendo
grandes quantidades de aminas biogénicas, pode resultar em reaclBes alérgicas
caracterizadas por dificuldade de respirar, urticaria, vomito e hipertenséo. Elas sdo também
conhecidas como possiveis precursores de carcin6genos tais como as N-nitrosaminas. As
aminas biogénicas séo frequentemente encontradas em altas concentragdes nos alimentos
e 0 seu contetdo ndo pode ser reduzido por tratamentos térmicos, fato que dificulta a sua
reducdo através dos métodos convencionais de preservacdo. Uma alternativa para a
reducdo do teor destas substancias € a determinacdo de métodos eficientes de detec¢do de
aminas biogénicas em queijos e a implantacdo de boas praticas de fabricacdo e um bom
controle de qualidade dos alimentos produzidos para reduzir significativamente a
proliferacdo de microorganismos responsaveis pela producdo das aminas biogénicas
tornando os subprodutos mais seguros.

PALAVRAS-CHAVE
Aminas Biogénicas. Queijos de Coalho. Controle de Qualidade Microbiolégico. CLAE-UV-

FLUOR. Boas Praticas de Fabricacdo dos Alimentos. Seguranca Alimentar.
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ABSTRACT

Biogenic amines are toxic organic bases of low molecular weight aliphatic, aromatic or
heterocyclic structures, which can be found in various foods. They are usually produced
through decarboxylation of amino acids promoted by micro-organisms. The consumption of
foods like processed cheese containing large amounts of biogenic amines can result in
allergic reactions characterized by difficulty breathing, hives, vomiting and hypertension.
They are also known to be potential carcinogens precursors such as N-nitrosamines.
Biogenic amines are often found in high concentrations in foods and its contents can not be
reduced by heat treatment, a fact that complicates their reduction through conventional
conservation methods. An alternative to reducing the content of these substances is the
determination of efficient methods of detection of biogenic amines in cheese and the
implementation of good manufacturing practices and good control of quality of food produced
to significantly reduce the proliferation of microorganisms responsible for producing biogenic

amines making safer products.

KEYWORDS

Biogenic amines. Rennet cheeses. Microbiological Quality Control. HPLC-UV-FLUOR. Good
Food Manufacturing Practices. Food Safety.
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1 INTRODUCAO

No atual panorama mundial a garantia da seguranca alimentar tem sido foco de actes
nacionais e internacionais. Tanto 0s perigos quimicos quanto os biolégicos sdo motivos de
preocupacdo. Na fronteira entre esses dois grupos estdo as toxinas, que sao substéncias
guimicas oriundas das atividades metabdlicas de seres vivos. Segundo a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), as toxinas tém se caracterizado como uma das principais causas
de doencas de origem alimentar (PINTADO et. al.,2008).

Entre os diversos tipos de toxinas com potenciais riscos a seguranca alimentar, se
destacam as produzidas por microorganismos (MO) como fungos e bactérias. Os alimentos
séo frequentemente sujeitos a contaminag¢éo por MO e suas toxinas em todas as fases de
seu processamento. Mesmo atentando para os conceitos de seguranca alimentar, ja
difundidos atualmente, como o uso de boas praticas de fabricacdo dos alimentos e a
avaliacdo e controle de riscos, € muito dificil impedir completamente a contaminacao. Esse
problema compromete o consumo, ja que a ingestdo de comida imprépria pode causar
desde uma simples alergia até a morte do individuo (DIAS et. al., 2009).

A intoxicacdo alimentar € conceituada como a patologia causada pelo consumo de
alimentos contaminados por MO ou pelas suas respectivas toxinas e sua forma aguda é
uma das causas mais significativas de morbimortalidade em paises em desenvolvimento.
Estimativas recentes indicam que tal causa seja responsavel por 76 milhdes de episédios de
doencas, 325.000 hospitalizacdes e 5.000 mortes por ano nos EUA. No mundo, as mortes
podem chegar até 1,8 milh6es de casos por ano (POLONIO et. al., 2009).

Devido a essa preocupacgdo constante, alimentos contaminados acima dos niveis
aceitaveis para consumo humano e de animais sdo considerados improprios e, por isso,
descartados, levando a significativas perdas econbmicas. Além disso, esse desperdicio
contribui para o aumento do problema da fome, ja que, uma disponibilidade menor faz com
que o alimento se torne menos acessivel a populacdo em um panorama mundial com
crescente desequilibrio entre a procura e a oferta de alimentos (SANTOS; HOFFMANN,
2010).

Para minimizar as perdas surge a necessidade do uso de métodos de conservacao de
alimentos. Os métodos convencionais fazem uso do calor, do frio e do controle de umidade,
proporcionando uma inativacdo enzimatica e microbiolégica e prolongando
consideravelmente a vida util dos produtos. Entretanto, apesar de diminuirem ou retardarem
a contaminagado por MO, esses métodos nao sao efetivos na diminuicdo do contetido de
toxinas presentes nos alimentos (FERNANDEZ; NUNEZ, 2000).
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Varios procedimentos de descontaminagdo desempenham um papel importante na
prevencdo a exposi¢do as toxinas e seus efeitos. A detoxificacdo pode ser alcancada pela
remocdao, eliminacdo ou inativacéo das toxinas por métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos.

Devido o crescimento da producdo e do consumo de alimentos lacteos processados, o
objetivo dessa revisdo de literatura é realizar um levantamento geral sobre as aminas
biogénicas presentes em queijos, com destaque para o queijo de coalho, e alertar sobre os
riscos para a saude publica, destacando sua origem e formag¢do, métodos de andlises,

riscos a saude e principais sintomas, além das medidas de controle.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 AMINAS BIOGENICAS

As aminas sao compostos basicos nitrogenados formados normalmente pela
substituicdo de um, dois ou trés atomos de hidrogénio da amonia por grupos alquila e/ou
arila. As aminas biogénicas (AB) sdo assim chamadas devido a sua origem biol6gica ja que
elas ocorrem naturalmente em MO, plantas e animais, atuando nos Seus processos
metabdlicos com diferentes funcbes fisioldégicas. No geral, elas possuem baixo peso
molecular e sua formacéo é essencialmente resultado da descarboxilacdo enzimatica de
aminoécidos livres e da transaminacao de aldeidos e cetonas (MARINE, 2005).

As AB podem ser classificadas em funcdo do numero de grupamentos amina
presentes e da estrutura quimica. Quanto ao niumero de grupamentos amina na molécula,
elas se classificam em monoaminas (ex: tiramina e feniletilamina), diaminas (ex: histamina,
triptamina, serotonina, putrescina e cadaverina) e poliaminas (ex: espermidina, espermina e
agmatina). Quanto a estrutura quimica, as AB podem ser classificadas em alifaticas (ex:
putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e agmatina), aromaticas [ex: tiramina,
feniletilamina, sinefrina e heterociclicas (ex: histamina, triptamina. As estruturas quimicas
destas AB sdao ilustradas na Figura 1 (PINTADO et al., 2008).

As AB sdo amplamente distribuidas na natureza, estando presentes nas células e
nos tecidos como compostos essenciais ao crescimento, renovacdo e metabolismo. Elas
podem desempenhar diversas funcbes celulares, entre as quais, 0 aumento da sintese do
RNA, do DNA e de proteinas, além da estabilizacdo de membranas. Nos vegetais participam
ainda da floragcéo, do desenvolvimento do fruto (do surgimento a senescéncia), da resposta
ao estresse e da sintese de metabdlitos secundarios, podendo, portanto, ser encontradas
naturalmente em alimentos como frutas e hortalicas (CARMO et al., 2010).

Os alimentos de origem animal sdo naturalmente ricos em aminoacidos livres e, com
iss0, sdo suscetiveis a contaminagdo por AB. Nas carnes e peixes 0 seu teor aumenta post
mortem, devido a elevada quantidade de enzimas proteoliticas presentes no trato intestinal,

combinada com o rapido processo autolitico (SILLA, 1996).
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Figura 1. Estruturas quimicas de: tiramina (1); feniletilamina (2), histamina (3), triptamina (4),
serotonina (5), putrescina (6), cadaverina (7), espermidina (8), espermina (9), agmatina (10)
e sinefrina (11). (PINTADO et al., 2008).

A descarboxilagdo de aminoacidos ocorre pela remogédo do grupo a-carboxila para
geracdo da amina correspondente. Nos alimentos, esse processo pode ocorrer por duas
vias bioguimicas: através de enzimas descarboxilase endbégenas, presentes, naturalmente,
nos alimentos, ou através de enzimas descarboxilase exbégenas liberadas por MO
associados aos alimentos. No entanto, a produgdo endogena de aminas € muito pequena
quando comparada com a via exégena. Por isso, uma grande quantidade de AB presentes
em alimentos em geral indica que houve condi¢des favoraveis para a proliferacdo de MO e a
producdo de enzimas, como nos processos de decomposi¢cdo ou deterioragdo de alimentos.
Sendo assim, as AB podem servir como indicativos da qualidade do alimento, jA4 que
grandes quantidades desses compostos podem ser encontradas antes mesmo do alimento
apresentar sinais de que esta estragado ou ter suas propriedades sensoriais alteradas
(KOMPRDA et al., 2004).

Normalmente, as AB estdo ausentes ou encontram-se em concentracdes minimas
(<10 ppm) em alimentos frescos. Contudo, em alimentos como pescado, queijos, carnes,
ovos e fermentados, podem estar presentes em concentragdes significativas (> 50 ppm),
sendo assim capazes de induzir uma intoxicacdo quimica, devido a sua associacdo com a
ingestéo de pescado (CRIACCHIERINI et al., 2005).

Apesar de serem necessarias em diferentes funcdes fisioldgicas dos seres humanos
e animais, as AB possuem diversos efeitos toxicos. Contudo, esses efeitos s6 sao
observados quando elas sédo ingeridas em excesso (alimentos muito contaminados) ou
guando os mecanismos naturais de seu catabolismo sdo inibidos ou geneticamente
deficientes.—.Com base no modo de acédo, as AB podem ser classificadas como aminas
vasoativas ou psicoativas. Aminas psicoativas atuam nos transmissores nervosos do

sistema nervoso central, enquanto que aminas vasoativas atuam direta ou indiretamente
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sobre o sistema vascular. A histamina (3), a putrescina (6) e cadaverina (7) sdo aminas
psicoativas, enquanto que a tiramina (1), a triptamina (4) e a feniletilamina (2) sdo exemplos
de aminas vasoativas (ONAL, 2007).

O envenenamento escombroide é um problema mundial, que ocorre ap6s o consumo
de alimentos contendo AB psicoativas, particularmente a histamina (3), em concentracdes
acima de 500 ppm. Ele se manifesta tipicamente como uma reacdo alérgica caracterizada
por dificuldade em respirar, prurido, erupcdo cutanea, vomitos e febre. As acbes dos
compostos vasoativos [tiramina (1), triptamina (4) e feniletilamina (2)] causam principalmente
crises hipertensivas incluindo também outros sintomas como dores de cabeca, enxaquecas,
alterac6es do ritmo cardiaco e derrames. AB também sdo precursores de compostos
cancerigenos como as N-nitrosaminas (SANTOS, HOFFMANN, 2010).

A Tabela 1 apresenta as principais AB normalmente encontradas como
contaminantes de alimentos, seus respectivos aminoacidos precursores e 0s seus principais
efeitos no organismo (DIAS, LOBATO & VERRUMA, 2009).

As principais formas de se impedir a contaminagdo por AB s&o a inibicdo do
crescimento microbiano e/ou a redugéo da atividade da enzima descarboxilase. Para tanto,
sdo necessarios controle de temperatura, matérias-primas de qualidade, boas préticas de
manuseio do material, uso de culturas ndo formadoras de aminas em produtos fermentados
e 0 uso de embalagens e aditivos. Quanto a temperatura, o resfriamento inibe o crescimento
e a acdo bacteriana, enquanto que temperaturas elevadas eliminam MO. Contudo, uma vez
formadas as AB no alimento, reduzir seu contetdo é bastante dificil ja que elas sao
termicamente estaveis mesmo em exposi¢des prolongadas (SANTOS, 2010).

No caso especifico do pescado a agéncia americana FDA (Food and Drug
Administration) estabeleceu para a histamina um nivel maximo de 500 mg por kg de
alimento e recomenda a utilizacdo dos seguintes niveis de seguranca: <50 mg/kg seguro
para consumo, 50-200 mg/kg possivelmente toxico, 200-1000 mg/kg provavelmente téxico e
>1000 mg/kg téxico e impréprio para o consumo humano (DIAS, LOBATO & VERRUMA,
2009).

Por outro lado, a Unido Europeia estabeleceu como aceitavel que o conteado médio
de histamina ndo deve exceder os 100-200 mg/kg para espécies pertencentes as familias de
peixes Scomberesocidae e Scombridae e sugeriu 0 estabelecimento de um limite maximo
de 300 mg/kg para o total de AB presentes no pescado ou produtos de pesca. A legislacdo
brasileira estabelece limites de até 100 mg/Kg de histamina para cada quilo de peixe
pertencente a familia rica em histidina, em conformidade com o recomendado pela literatura
cientifica e os niveis estabelecidos internacionalmente (JOOSTEN & OLIEMAN, 1986).

Quantos as demais AB e produtos, atualmente ndo existem legislacGes especificas.

Mesmo assim, sdo impostas barreiras comerciais a produtos contaminados acima dos
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limites recomendados. S&o recomendados, por exemplo, 100 mg de tiramina e 30 mg de
feniletilamina (2) para cada Kg de alimento. Com a crescente preocupacdo com a seguranca
alimentar e o crescimento dos mercados consumidores, a reducgdo no teor de AB representa
um novo desafio (HALASZ et al., 1994).

Tabela 1. Aminas biogénicas, seus aminoacidos precursores e principais efeitos no
organismo (DIAS, LOBATO & VERRUMA, 2009).
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Cadaverina (7) NH,
Lisina (17)

2.2 ORIGEM E FORMACAO DAS AMINAS

Além da sintese a partir da amébnia, as aminas podem ser formadas por
transaminacdo de aldeidos ou cetonas, hidrélise de compostos nitrogenados e
decomposicao térmica. Algumas aminas denominadas de poliaminas (putrescina, espermina
e espermidina) sédo formadas durante o processo bioquimico chamado de novo biossintese,
porém a principal via de formacdo destes compostos é a partir da descarboxilagdo de
aminoacidos por enzimas microbianas (LAPA-GUIMARAES, 2005).
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As aminas sdo classificadas em aminas naturais e aminas biogénicas quanto a sua
origem. As aminas naturais (putrescina, cadaverina, agmatina, espermidina e espermina)
sédo formadas durante os processos metabolicos de plantas e animais a medida que séo
requeridas e, estardo presentes quando estes forem transformados em produtos
alimenticios. Também podem ser formadas a partir dos aminoacidos ornitina e lisina por
acdo de enzimas descarboxilases produzidas por microrganismos (SANCHES-CASCADO,
2005; BOVER-CID et al., 2006).

Quanto as aminas espermidina e espermina, sdo formadas a partir de aminoacidos
precursores (ornitina e arginina), sendo a putrescina um intermediario obrigatério
(SANCHES-CASCADO, 2005).

As aminas biogénicas sédo substancias formadas durante as fases de transformagéo
dos alimentos pela acédo de enzimas descarboxilases, produzidas por microrganismos sobre
aminoéacidos especificos. Neste grupo estéo incluidas a tiramina, a histamina, a triptamina e
a feniletilamina (KALAC, 2006).

As atividades descarboxilases ndo estédo distribuidas amplamente entre as bactérias,
no entanto, as bactérias laticas (Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, pediocossus,
lactococcus e leuconostoc), as enterobactérias (Morganella, Hafnia, Klebsiella, Escherichia,
Salmonella, Shigella), Pseudomonas e Staphylococcus, Micrococcoccus e kocuria, S&o
descritos como capazes de produzir enzimas aminoacido-descarboxilases (PARENTE et al.,
2001).

2.3 NOMENCLATURA E ESTRUTURA QUIMICA

Na tecnologia de alimentos, a nomenclatura mais utilizada para designar as aminas
biogénicas tem sido a partir dos nomes de aminoacidos precursores. Como exemplo, tem-se
gque a histamina, é uma amina originada a partir de histidina; tiramina uma amina originada a

partir de tirosina, assim como a triptamina, a partir do triptofano (LIMA e GLORIA, 1999).

De acordo com o numero de grupos aminicos, as aminas podem ser classificadas em
monoaminas (tiramina, feniletilamina); diaminas (histamina, serotonima, triptamina,
putrescina, cadaverina) e poliaminas (putrescina, espermina, espermidina). Quanto a sua
estrutura quimica, sdo classificadas em trés grandes grupos: aromaticas (histamina,
tiramina, feniletilamina, triptamina, serotonina, dopamina e octopamina); diaminas alifaticas
(putrescina e cadaverina); e poliaminas alifaticas (agmatina, espermina e espermidina).
Quanto & acdo no organismo, as aminas sdo classificadas em vasoativas (tiramina,
triptamina, feniletilamina, isoamilamina, histamina e serotonina) e psicoativas (noropinefrina,
serotonina e dopamina) (SANCHES-CASCADO, 2005).
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2.4 MICROORGANISMOS PRODUTORES

Os microrganismos com atividade descarboxilante sobre os aminoacidos podem
fazer parte da microbiota associada ao alimento, serem introduzidos para obtencédo de
produtos fermentados, ou ainda, por contaminacdo antes, durante ou depois do
processamento. A quantidade e o tipo de aminas nos alimentos em geral, dependem da
natureza, origem, etapas de processamento e microrganismos presentes (HALASZ et al.,
1994).

Dentre os géneros bacterianos capazes de descarboxilar um ou mais aminoacidos
estdo incluidos Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus,
Pediococcus, Photobacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella e
Streptococcus. Espécies de Enterobacteriaceae produzem histamina, tiramina, putrescina e
cadaverina (MARINO et al., 2000). Em peixes, Morganella morgani, Klebsiella pneumonia, e
Hafnia alvei sdo consideradas importantes formadoras de histamina (KALAC, 2006).

A capacidade bacteriana para descarboxilacdo de aminoacidos tem sido descrita em
diferentes géneros, espécies e estirpes de bactérias Gram positivas e Gram negativas.
Alguns exemplos envolvem os géneros Enterobacteriaceae, Clostridium, Lactobacillus,
Streptococcus, Micrococcus e espécies do género Pseudomonas (LAPA-GUIMARAES,
2005).

Fatores como temperatura, pH do meio, tenséo de oxigénio, presenca de vitaminas e
coenzimas, concentracdo de aminoacidos livres e de carboidratos fermentaveis podem
influenciar na producao de aminas pelos microrganismos. Em meio acido (pH 2,5 a 6,5), a
producdo de aminas é estimulada como mecanismo de protecdo da bactéria, devido ao fato
de que altas concentragfes do ion H+ tornam-se prejudiciais ao microrganismo fazendo com
que este sintetize as enzimas descarboxilases. Com relagdo a temperatura, as
descarboxilases sdo mais ativas em temperaturas inferiores a 30 °C, acima de 40 °C séo
inativadas e, na faixa de 0 a 10 °C, a atividade dependera da microbiota presente (HALASZ
et al., 1994).

3 AMINAS EM ALIMENTOS IN NATURA E PROCESSADOS

As aminas biogénicas tém sido descritas como naturalmente presentes nos alimentos
in natura. Em alimentos processados via fermentacdo/maturacéo, tais como queijos, vinhos,
cerveja e embutidos carneos, a presenca destes compostos tem sido descrita
principalmente como resultado de agdo das enzimas de microrganismos sobre aminoacidos
especificos (LATORRE-MORATALLA et al., 2007).
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Em alimentos frescos, aminas biogénicas podem ser geradas devido a acdo de
microrganismos descarboxilase positiva sobre aminoacidos livres em condi¢des favoraveis a
atividade enzimatica, sendo esta considerada a principal via de formacdo em alimentos
(LAPA-GUIMARAES, 2005). A Tabela 2 ilustra o conteido de aminas biogénicas em

diversos alimentos processados.

Tabela 2. conteddo de aminas biogénicas em diversos alimentos processados. (LAPA-
GUIMARAES, 2005).

Alimento Bactérias isoladas Aminas encontradas
Morganella morganii, Klebsiella pneumonia, tiramina (1), histamina (3),
Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus putrescina (6), cadaverina
Peixes vulgaris, Clostridium perfringenes, (7), espermidina (8)
Enterobactera erogenes, Vibro alginolytiens, espermina (9), agmatina
Bacillus spp. ,Staphylococcus xylosus (10).
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus 30a, L. tiramina (1), feniletilamina
o bulgaricus, L. plantarum, L casei, L (2), histamina (3),
Queijos 2 % 7 il 5 . d
acidophilus, Streptococcus faecium, S. mitis, triptamina (4), putrescina
Bacillus macerans, propionibacterium (6), cadaverina (7).
tiramina (1), feniletilamina
Carnes e Pediococcus, Enterobacteriacea, Lactobacillus, (2), histamina (3),
derivados Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus triptamina (4), putrescina
(6), cadaverina (7).
irami hi ina (3
Vegetais Lactobacillus  plantarum, Pediococci sp., tlr_ammcjs (1), lstamma(- )
> triptamina (4), putrescina
fermentados Leuconostocmes enteroides 2
(6), cadaverina (7).
Produt ti i 1), histami 3
i Rhizopus oligosporus, Trichosporon beiglli, 'fam’“".’( ), hi amma{ )
fermentados o s S triptamina (4), putrescina
de Soja o (6), cadaverina (7).

As aminas putrescina e cadaverina podem potencializar o efeito toxico da histamina,
aumentando o seu transporte através da parede gastrintestinal. A presenca destas
substancias potencializadoras pode explicar porque, em alguns casos, queijos maturados
sdo mais téxicos que a mesma quantidade de histamina quando ingerida sozinha (EL-
SAYED, 1996).

Apés liberacdo dos granulos de armazenamento, a histamina exerce um papel
central na hipersensibilidade imediata e nas respostas alérgicas. As acdes sobre o musculo
liso brébnquico e sobre os vasos sanguineos respondem por muitos sintomas da reacao
alérgica (FERNANDEZ, NUNEZ, 2000).

Vérios casos de intoxicag&o por tiramina foram reportados pela ingestao de queijos e
bebidas alcodlicas. Os sintomas duram de 10 minutos a 6 horas, durante os quais quadros
de hipertenséo e dor de cabega variam. Podem ocorrer também alteragfes visuais, vomitos,

contragdo muscular, confusdo mental ou excitacdo. Dores no peito simulando angina
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pectorial, falha coronariana grave, edema pulmonar e hemorragia cerebral ja foram
descritos. Incidentes fatais foram reportados na literatura (LATORRE-MORATALLA et al.,
2007).

3.1 EFEITOS TOXICOS

As AB sdo componentes endogenos indispensaveis as células vivas, fundamentais
para a proliferacdo e a diferenciacdo celular, regulacdo das funcdes do ndcleo, sintese de
proteinas, desenvolvimento cerebral, regulacdo e manutengéo do sistema nervoso. Devido a
sua importancia na fisiologia celular, as concentracbes de AB presentes nas células e
tecidos permanecem em equilibrio, sendo reguladas nas etapas de biossintese,
catabolismo, captacédo e fluxo. (ROIG & HERNANDES, 2002).

A ingestdo de alimentos ricos em AB poderia, infelizmente, alterar esse equilibrio,
iniciando processos compensatorios. Estudos com ratos adultos mostraram que, apés a
ingestdo, as AB rapidamente aparecem no intestino, no sangue e em diversos outros
orgdos. Além disso, véarios estudos destacaram os efeitos toxicol6gicos de algumas AB,
mesmo em pequenas quantidades, apdés administracdo oral. A ingestdo desses compostos
téxicos pode provocar sintomas digestivos, circulatorios e respiratérios (FERNANDEZ,
NUNEZ, 2000).

Os mamiferos possuem um sistema de detoxificacao relativamente eficiente, capaz de
metabolizar a ingestao diaria normal de AB. A oxidacéo € a principal via de detoxificacdo de
AB apds a ingestdo, embora processos de metilacdo e acetilacdo também estejam
implicados na detoxificagdo da histamina. Nos humanos, em condi¢ges normais de saude,
as AB em excesso sdo rapidamente convertidas em seus produtos de degradagéo
fisiologicamente inativos, principalmente pela acdo de amino-oxidases (AO) especificas.
Estas enzimas sdo geralmente classificadas como monoamino oxidases (MAQ) ou diamino
oxidases (DAO), dependendo do numero de grupos amino preferencialmente oxidados. E as
MAO séo classificadas de acordo com os seus inibidores como MAO-A e MAO-B (MAH et
al., 2002).

A MAO-A age na regulacdo de serotonina no sistema nervoso central e também é
responsavel, no sistema gastrointestinal, pela detoxificacdo das monoaminas ingeridas,
como a tiramina e a triptamina. A MAO-B é encontrada principalmente no figado e musculos
atuando na desaminacdo da dopamina e da feniletilamina. Histamina e putrescina séo
desaminadas pela DAO no intestino, oferecendo protecdo contra as concentracfes
normalmente presentes nos alimentos (INOCCENTE et al., 2002).

A gravidade dos sintomas clinicos causados por AB depende da quantidade e

variedade de AB ingeridas, da susceptibilidade e do nivel de atividade de detoxificacao
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individuais. Esses fatores individuais podem diferir por razdes genéticas ou pela acdo de
alguma doenca. Pessoas com problemas respiratorios, cardiacos, ou caréncia de vitamina
B12 sdo particularmente mais sensiveis. Individuos com problemas géstricos normalmente
possuem menor atividade oxidativa intestinal e também se encontram no grupo de risco.
Fumantes também podem apresentar uma reducdo significativa da atividade da MAO-A e da
MAO-B chegando a 30% em alguns casos (SHALABY, 1995).

Contudo, um dos principais fatores é a influéncia de compostos inibitérios das enzimas
AO. Esses inibidores agem especialmente no sistema nervoso central como antidepressivos
e agentes anti-Parkinson, sendo considerados mais efetivos em alguns subgrupos como
pessoas com crises ansioliticas e idosos. Outros medicamentos inibidores da MAO e da
DAO incluem os usados no tratamento da malaria e tuberculose pulmonar, além de
isoflavonas e seus metabolitos. A associagdo entre esses medicamentos e o consumo de
alimentos aminados, mesmo em concentragfes bem inferiores as recomendadas, pode
levar a crises hipertensivas e alérgicas (PEREZ, 1987).

A ingestdo concomitante de diferentes aminas também potencializa a toxicidade das
mesmas ja que as aminas menos toxicas também inibem as AO. Além disso, outros
compostos naturalmente presentes em alimentos também competem pelas AO, o que
explica o fato de AB em pescados e em queijos curados serem mais toxicas do que em
solugdo. Analogamente, o etanol e o acetaldeido também agem potencializando os efeitos
téxicos das AB, aumentando a permeabilidade da parede intestinal a estes compostos. Este
efeito é particularmente importante em bebidas alcodlicas fermentadas que podem ter altas
concentracdes de AB. Em geral, ndo sdo observados efeitos cronicos devido a acédo de AB
como agentes toxicos nos organismos, dado que a normalizacdo dos niveis de aminas
ocorre num curto espaco de tempo. Contudo, cresce atualmente a preocupacéo de que as
aminas reajam com 0s nitritos presentes em diversos aditivos alimentares com producéo de
nitrosaminas, compostos conhecidamente cancerigenos e prejudiciais ao homem (ONAL,
2007).

Estudos envolvendo animais domésticos alimentados com farinha de arenque
conservada com nitrito mostraram o desenvolvido de distarbios hepéticos graves que foram
atribuidos a presenca de nitrosaminas. A formacao de nitrosaminas também esté associada
ao aquecimento, sendo comum o aparecimento desses compostos ap0s processos térmicos
como cozimento, fritura e defumacédo. Os seres humanos podem também ser expostos a
nitrosaminas através da nitrosacdo in vivo das aminas ingeridas, ja que condi¢cdes
semelhantes as estomacais também sdo propicias a sua formacdo (STANDARA et al.,
2000).

Dependendo da gravidade dos sintomas, os efeitos das AB podem ser descritos como

reacdes de intolerancia, intoxicacdo ou mesmo envenenamento. Os primeiros sintomas
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incluem nauseas, sudorese, erupcao cutanea, pequenas variagdes na pressao arterial e leve
dor de cabeca. Nos casos de intoxicacdo, os sintomas sédo vomitos, diarreia, rubor facial,
erupcdo de placas vermelhas, broncoespasmo, taquicardia, queimacdo oral, hipo ou
hipertensdo e enxaqueca. Em casos de envenenamento por AB, 0S maiores riscos
envolvem uma crise hipertensiva (pressédo arterial > 180/120 mmHg) que pode levar a
lesGes do coragao ou do sistema nervoso central (MORET & CONTE, 1996).

4 QUEIJOS

A producédo de queijos no mundo é um dos exemplos classicos de conservagéo de
alimentos, provavelmente antecedendo a era cristd. A conservacdo dos mais importantes
constituintes do leite, como a gordura e as proteinas, na forma de queijos, explora dois
principios classicos de conservacdo de alimentos, isto €, a fermentacao lactica, a reducao
da atividade de agua e a adi¢cdo de sal (FOX, 2000). Mesmo com 0 aumento da producéo de
alguns alimentos fermentados em escala industrial, ainda existem regides no mundo onde
estes produtos sdo fabricados de maneira artesanal, incluindo véarios queijos, carnes e
vegetais fermentados. Na realidade, muitos destes produtos tém se destacado no mercado
por conservar propriedades sensoriais caracteristicas que, de acordo com muitos
consumidores, desaparecem nos produtos quando industrializados (CAPLICE &
FITZGERALD, 1999).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL,
1996), entende-se por queijo, 0 produto fresco ou maturado que se obtém por separacao
parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou
de soros lacteos, coagulados pela acdo fisica do coalho, de enzimas especificas de
bactérias especificas, de acidos organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade
apta para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou
especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias
aromatizantes e matérias corantes. Entende-se ainda por queijo fresco, aquele que esta
pronto para consumo logo ap6és sua fabricacdo (PERRY, 2004).

A pratica de fabricacdo de queijos, originalmente, foi concebida com o objetivo de
estender o prazo de validade comercial do leite e conservar seus componentes nutricionais
(BERESFORD, 2001).

Nem todos os componentes do leite estdo presentes no queijo, pois a caseina ao
aglutinar-se separa a fase soélida da agua resultando em um concentrado protéico
gorduroso. As globulinas, albuminas, lactose e algumas vitaminas e sais permanecem na

fase liquida formando junto com a agua, o soro. Com rela¢cdo aos sais minerais, 0s queijos
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fabricados através de coagulacdo enzimética retém mais da metade do calcio e do fésforo
existente no leite (CRUZ e GOMES, 2001).

4.1 QUEIJO DE COALHO

Dentre os queijos de fabricagdo artesanal no Brasil, 0 queijo de coalho se destaca
como um dos principais e, seu consumo ja faz parte do habito alimentar da populagéo, tanto
no nordeste como, mais recentemente, nos grandes centros da regido sudeste, destacando-
se Rio de Janeiro e S&do Paulo, onde o produto tem excelente mercado (MANDACARU,
2009).

Na regido nordeste a produgcdo de queijo de coalho artesanal representa uma
atividade de importancia social, econémica e cultural. Apesar de ndo apresentar sofisticagdo
tecnolégica, esta producédo inclui-se entre os poucos empreendimentos adequados para
modificar perfil social e econbmico de pequenos municipios da regido. Além disso,
desempenha importante papel no desenvolvimento da agricultura familiar em pequenos
municipios localizados nas bacias leiteiras (CERRI, 2002). A maior parte da producdo de
queijo coalho é obtida em pequenas e médias queijarias, as quais movimentam,
mensalmente, algo em torno de 10 milhdes de reais, 0 que sinaliza essa atividade como
importante no ambito social e econémico (PEREZ, 2008). A maioria dos queijos de coalho é
fabricada em pequenas fazendas rurais e/ou em pequenas queijarias urbanas ou rurais
(ANDRADE, 20086).

Atualmente, o estado de Alagoas dispde de duas bacias leiteiras significativas. A
primeira e maior delas, também conhecida como “Bacia Leiteira Tradicional”, situa-se na
regido do Agreste (compreende 5 municipios) e no Sertdo Alagoano (compreende outros 13
municipios), tendo os municipios de Batalha e Major Izidoro como 0s maiores expoentes. A
principal atividade do Arranjo Produtivo Local referente ao seguimento laticinios (APL-
laticinio) é a producédo de queijo de coalho, atingindo no ano de 2007 um total de 1985
toneladas. O queijo de coalho produzido no sertdo alagoano apresenta forte tradigcdo e
reconhecida procedéncia e por isso os produtores locais e as entidades governamentais e
empresariais tém buscado o resgate da qualidade, identidade e higiene dos queijos do
sertdo alagoano (SEBRAE/AL, 2008).

Embora o processo de fabricacdo do queijo de coalho seja regulamentado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, observa-se uma grande variacdo nos
atributos sensoriais desse produto devido, principalmente, ao tipo de leite utilizado, cru ou
pasteurizado, quando o produto € obtido por processo artesanal ou industrial
respectivamente (CABEZAS et al.,, 2007). Contudo, outros fatores intrinsecos de cada

laticinio podem exercer influéncia sobre o produto.
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O queijo de coalho, segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade,
constante da Instru¢gdo Normativa n° 30, de 26/06/011, do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, é o “queijo que se obtém por coagulagédo do leite por meio do coalho ou
outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acdo de bactérias
lacteas selecionadas, e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricagéo”
(BRASIL, 2005).

O queijo de coalho € um queijo de média a alta umidade, de massa semicozida ou
cozida e apresenta um teor de gordura nos solidos totais variavel entre 35% e 60%. Esse
produto pode ainda ser adicionado de condimentos. Uma de suas principais caracteristicas
€ a firmeza depois de assado (FEITOSA, et. al., 2003).

O gqueijo de coalho é um produto tipicamente nordestino e muito popular,
amplamente consumido pela populagdo local, seja na forma natural, assado ou frito, como
também muito utilizado em preparagfes culinarias, sendo, atualmente, muito difundido em
todo o territério brasileiro. E produzido principalmente nos estados do Ceard, Rio Grande do
Norte, Paraiba e Pernambuco (MANDACARU, 2009).

A producéo rural de queijo de coalho é extremamente significativa na formacédo de
renda dos produtores de leite estabelecidos principalmente na zonal rural, em especial
daqueles que ndo tém acesso as usinas de beneficiamento, representando uma importante
atividade econdmica e social (CABEZAS et al., 2007).

E um queijo cuja tecnologia é relativamente simples e cuja fabricacdo ndo exige
equipamentos sofisticados. A diversificacdo da metodologia para a manufatura do queijo de
coalho pode ser constatada na producdo de varios fabricantes. A falta de critérios de
qualidade para a matéria-prima e para as técnicas de processamento permitem que
produtos de baixa qualidade, tanto do ponto de vista higiénico-sanitario como em relacéo
aos padrdes do produto, atinjam o mercado, dificultando sua comercializacdo. (EMBRAPA,
2005).

4.1.1 Caracteristicas sensoriais do queijo de coalho

Com relacdo aos atributos sensoriais do queijo de coalho, os consumidores tém
buscado sabores originais que é proporcionado pela microbiota natural do leite cru. No
entanto, quando o leite é pasteurizado grande parte desta microbiota é removida,
influenciando negativamente no desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do queijo

(GRAPPIN & BEUVIER, 1997).

Mendes et al. (2002) compararam sensorialmente o queijo de coalho produzido de
acordo com as seguinte técnicas: A — leite cru, B - leite pasteurizado e o C - leite

pasteurizado e adi¢do de fermento lactico. Nenhum desses queijos foi considerado ideal
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guanto aos atributos avaliados, sendo o queijo A o de melhor aparéncia, o queijo B o de
melhor aroma e o queijo C o de melhor textura. Segundo Pelaez & Requena (2005), as
diferengas entre a qualidade sensorial de amostras de queijos fabricados com leite
pasteurizado e com leite cru dependem, principalmente, da complexidade e da diversidade
da microbiota lactica presente.

Perez (2005) visando comparar a aceitacdo entre amostras de queijos de coalho
comercializados no municipio de Campinas-SP demonstrou que as marcas avaliadas
apresentaram perfis sensoriais distintos e suas caracteristicas foram marcantes e bem
definidas. A marca C foi a preferida pelos provadores que declararam ser o sabor, a

caracteristica mais apreciada nesse queijo.

4.1.2. Caracteristicas fisico-quimicas do queijo de coalho

Mesmo com a legislacéo brasileira (BRASIL, 2001a) que define alguns parametros
para fabricacdo do queijo de coalho, ainda existe hoje, uma falta de padronizagdo no
processo, acarretando diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas deste produto,
refletindo assim a falta de identidade e qualidade do mesmo. As diferencas na sua
composicao fisico-quimica podem ser verificadas em varias regides do nordeste, como no
estado do Ceard, onde o queijo é classificado como extra gordo ou duplo creme, gordo e de
média umidade com teor médio de proteina em 25,02%, acidez 0,26% e pH 5,2 (NASSU et
al., 2001a).

A falta de uniformidade nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo de coalho se
deve a composicdo do leite, o qual ndo sofre nenhum tipo de padronizagdo, e as variaveis
do processo que sdo as principais fontes de variacdo com importancia tecnoldgica que

exercem influéncia na qualidade e nas caracteristicas do produto final (PEREZ, 2005).
4.1.3. Caracteristicas microbioldgicas do queijo de coalho

Os queijos sdo considerados um veiculo freqiiente de bactérias patogénicas de
origem alimentar e, em especial os queijos produzidos de forma artesanal. Dentre estes,
destaca-se 0 queijo de coalho por ser comumente elaborado a partir de leite cru e sob
condic@es insatisfatérias de higiene em pequenas queijarias que ndo adotam de forma plena
as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Portanto, a contaminacdo microbiologica deste
produto assume destacada relevancia para a saude publica, pelo risco de causar doencas
transmitidas por alimentos (BORGES, 2006).
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Varios estudos tém classificado o queijo de coalho, principalmente o artesanal, como
improprio para o consumo humano devido ao elevado nivel de contaminagéo por bactérias
patogénicas, dentre estas, a E. coli enteropatogéncia, L. monocytogenes, Salmonella e
Staphylococcus coagulase positiva (FEITOSA et al., 2003).

Contagens elevadas de microrganismos do grupo coliformes termotolerantes s&o
frequentemente observadas no queijo de coalho, sugerindo que foram produzidos em
condi¢des higiénico-sanitérias insatisfatérias. A presenca desses coliformes no alimento é
indicativa de que houve contato direto com material fecal. O S. aureus é um dos agentes
patogénicos mais comuns, responsavel por surtos de intoxicagdo de origem alimentar pela
enterotoxina estafilococica (CUNHA NETO et al., 2002).

Salmonella spp., bactéria responsavel por casos de toxinfec¢des alimentares, é
comumente detectada em amostras de queijo de coalho. Esta bactéria € encontrada no trato
intestinal de animais domésticos e silvestres, especialmente aves e répteis e tem como
principal veiculo de disseminacao os alimentos e a dgua (FEITOSA et al., 2003)

A presenca de Listeria monocytogenes em amostras de queijo de coalho deve servir
de alerta as autoridades sanitarias quanto ao perigo do consumo deste produto por parte da
populagéo. O risco aumenta quando o produto € consumido sem prévio tratamento térmico
(BRANCO et al., 2003).

As vias de contaminac¢do do queijo de coalho, podem ser o leite, 0 manipulador e o
ambiente de processamento. No leite cru, a principal fonte de contamina¢do provém da
mastite bovina, na qual S. aureus é o principal agente etiolégico. Estudos realizados nas
indastrias revelaram que a contaminacdo cruzada ap0s a pasteurizacdo do leite é a fonte

mais relevante de contaminacdo dos queijos por patdégenos (BORGES, 2006).

4.2 ETAPAS DA PRODUCAO DO QUEIJO DE COALHO
A tecnologia descrita baseia-se em diferentes observacdes de produtores de queijo de
coalho. E importante ressaltar que modificagbes podem ser introduzidas, conforme a

situacao de cada produtor e as caracteristicas desejadas no produto final (BRASIL, 2005).

1. RECEPCAO DO LEITE

O leite deve ser de boa qualidade, de preferéncia o recém ordenhado. Se nédo for
possivel, guardar sob refrigeracdo, até a temperatura de 12°C. Antes de ser processado, 0
leite deve ser pesado e em seguida filtrado ou coado em equipamentos ou utensilios

destinados para esse fim, para eliminar eventuais sujidades.
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2. PASTEURIZACAO

A pasteurizacdo € um processo que elimina 0s microrganismos patogénicos, que
causam doencgas. O leite deve ser pasteurizado a temperatura de 62°C a 65°C, durante 30
minutos (pasteurizacdo lenta) ou a temperatura de 72°C, durante 15 segundos
(pasteurizagao rapida). O leite deve ser resfriado a temperatura de 32°C a 35°C, em tanques

encamisados, com circulacao de agua fria, ou em tachos, em banho-maria.

3. ADICAO DE FERMENTO, CLORETO DE CALCIO E COALHO

Adicionar os ingredientes de modo que o coalho seja sempre o ultimo. Utilizar sempre
coalho industrial em p6 ou liquido e seguir as recomendacdes do fabricante. A adicdo de
fermento e cloreto de célcio é opcional.

Caso 0 queijeiro opte por acrescentar o fermento e o cloreto de célcio, a quantidade de
fermento depende do tipo de cultura a ser utilizada e das instru¢cées do fabricante. Em
relacé@o ao cloreto de célcio, a recomendagédo € de 40 mL para cada 100 L de leite.

A adicdo do cloreto de calcio serve para complementar a quantidade de calcio perdido
durante a pasteurizagdo, mantendo o rendimento, enquanto que a cultura latica serve para a
obtencéo de sabor e de aroma, mas deve-se tomar precauc¢des para que o pH do produto

nao seja inferior a 5,8.

4. COAGULACAO
Deixar o leite em repouso, durante 40 a 60 minutos, para a formacdo da coalhada. O
ideal € que a coagulacdo seja feita em tanque de ago inoxidavel, por causa da facilidade de

limpeza e por ser um material inerte.

5. CORTE DA COALHADA

Quando a coalhada estiver no ponto de corte (firme e brilhante), romper a coalhada com
liras, que séo utensilios formados por laminas ou fios cortantes, dispostos paralelamente e
igualmente distantes entre si. Utilizar a lira vertical e em seguida a horizontal, obtendo-se

cubos de 1,5 a 2 cm de aresta. Apos o corte, deixar em repouso durante 3 a 5 minutos.

6. MEXEDURA

A mexedura é feita para evitar que os cubos venham a se precipitar ou fundir, entre si, o
que dificultaria a retirada do soro. Realizar a mexedura lentamente, com garfo ou pa,
aumentando ligeiramente a velocidade a medida que os grédos forem se agrupando, durante
10 a 20 minutos. Deixe repousar novamente até que toda a massa se deposite no fundo do

tanque.
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7. COZIMENTO DA MASSA

Para facilitar a etapa de cozimento da massa, retirar uma parte do soro (primeira
dessoragem). Aquecer a massa, em tanque encamisado, até a temperatura de 45°C a 55°C,
agitando sempre até os graos ficarem consistentes (no ponto). O cozimento também pode
ser feito adicionando o soro previamente retirado e fervido a temperatura de
aproximadamente 75°C.

O final do cozimento, denominado de ponto de massa, pode ser determinado
comprimindo um pouco da massa na mao até formar um aglomerado. Estar4d no ponto
gquando esse aglomerado se quebrar sob a presséo dos dedos e formar pequenos graos que

se desagregam com facilidade.

8. SALGA

Apos a verificagdo do ponto dos graos (consistentes e brilhantes), retirar todo o soro
restante (segunda dessoragem). Adicionar o sal (dissolvido em soro) a massa, com
meximento constante para desagregar os graos. A quantidade de sal deve ser de 1% a 2%

do volume de leite.

9. ENFORMAGEM
Colocar a massa em férmas cilindricas ou retangulares, preferencialmente de material
plastico, forradas com dessoradores (Fig. 1), para evitar que a massa do queijo venha a se

prender na parede e, também, para facilitar a saida do soro durante a prensagem.

10. PRENSAGEM E VIRAGEM

A prensagem deve ser realizada em prensas manuais, individuais ou coletivas. Ap6s um
tempo predeterminado, 0s queijos devem ser virados, retirando-se as aparas, e colocados
de volta na prensa. O tempo de prensagem e o niumero de viragens podem variar conforme

o produtor e a caracteristica desejada do queijo.

11. MATURACAO
Para desenvolver aroma e sabor, 0 queijo de coalho deve ser maturado em camara
refrigerada, a temperatura de 10°C a 12°C, durante 5 a 10 dias. Os queijos podem ser

constantemente virados. Essa etapa € opcional.
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12. EMBALAGEM
Acondicionar os queijos em embalagens de plastico. Colocar etiqueta contendo data de
fabricacdo, data de validade, dados completos do produtor (nome, endereco, telefone,

nuamero de registro, etc.), conforme instrugées da Resolucdo n® 259, de 20/9/20022 e da
Portaria n® 371, de 4/9/19973 .

13. ARMAZENAMENTO

Estocar o produto sob refrigeracdo, a temperatura de 10°C a 12°C, até sua distribuicéo e
comercializacéo.

RECEPGAO DO LEITE CRU

v
PASTEURIZACAO

v
ADICAO FERMENTO, CLORETO CALCIO E COALHO

v
COAGULACAO

v
CORTE DA COALHADA

v
MEXEDURA / COZIMENTO DA MASSA

v
SALGA

v
ENFORMAGEM

v
PRENSAGEM

v
MATURACAO

v
EMBALAGEM / ARMAZENAMENTO

Figura 2. Etapas do processo de producédo de queijo de coalho.
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4.3 — BOAS PRATICAS DE FABRICACAO E CONTROLE DA CONTAMINAGAO
MICROBIANA NA PRODUCAO DE QUEIJO DE COALHO

Em diversos trabalhos cientificos € relatado que a qualidade da matéria-prima, as
condi¢Bes de processamento e o0 processo de maturacdo dos queijos sdo imprescindiveis
para a obtencdo de produtos de qualidade e para a protecdo da salde do consumidor
(FEITOSA et al., 2003).

Em algumas localidades, o leite ainda € obtido sob condi¢des higiénico-sanitarias
deficientes e, em consequUéncia, apresenta elevado numero de microrganismos, o que
constitui um risco a saude da populagédo, principalmente quando consumido sem tratamento
térmico. Dessa forma, para o leite e seus derivados, cuidados higiénicos desde a ordenha
até a obtencédo do produto final devem ser empregados (CATAO E CEBALLOS, 2001).

O queijo-coalho, por ser elaborado em pequenas propriedades rurais ou em
pequenas industrias, que ndo adotam as boas praticas de fabricagdo, ndo apresenta
seguranga microbiologica e padronizacdo de qualidade. A contaminagdo microbiana desse
produto assume destacada relevancia para a salde publica, pelo potencial risco de causar

doencas transmitidas pelo alimento (FEITOSA et al., 2003).

Durante o processo de producdo, elaboracdo, transporte, armazenamento e
distribuicdo, a contaminacdo microbiana dos alimentos é indesejavel e, inclusive, nociva.
Esse aspecto é encarado com tal rigor que para se conhecer a existéncia de possiveis
deficiéncias higiénicas, que implicariam em contaminag¢ao do alimento, busca-se averiguar a
presenca de microrganismos indicadores de ma qualidade higiénica e de microrganismos
patogénicos (CAVALCANTE, 2003).

Varios estudos sobre a qualidade microbiolégica de queijo-coalho relataram
ocorréncia de microrganismos patogénicos e contagem de microrganismos deterioradores
em numeros que excedem, as vezes, o0s limites estabelecidos pela legislacdo. Dentre as
bactérias patogénicas observadas destacam-se Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus e Listeria (CAVALCANTE et al., 2007).

A Salmonella spp. é uma bactéria responsavel por casos de doengas alimentares, é
comumente observada em queijo-coalho, normalmente € encontrada no trato intestinal de
animais domésticos e silvestres, especialmente aves e répteis e tem como principal veiculo
de disseminacgéo os alimentos e a agua (AVILA E GALLO, 1996; FEITOSA et al., 2003).

Contagens elevadas de microrganismos do grupo coliformes séo freqientemente
observadas no queijo-coalho, sugerindo que foram produzidos em condi¢cbes de higiene

insatisfatéria. A presenca de coliformes fecais ou termotolerantes em alimento € indicativa
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de que houve contato direto com material fecal (DUARTE et al., 2005). S. aureus é um dos
agentes patogénicos mais comuns, responsavel por surtos de intoxicacdo de origem

alimentar pela enterotoxina estafilococica (CUNHA NETO et al., 2002).

5 DESCONTAMINACAO DAS AMINAS BIOGENICAS

Como a contaminacao por toxinas € muitas vezes inevitavel devem ser tomadas
medidas de descontaminacdo para evitar riscos a saude, prejuizos econbmicos e a
diminuicdo no fluxo de alimentos. Apesar de alguns tratamentos reduzirem os niveis de
algumas toxinas especificas, nenhum método ja desenvolvido é igualmente eficaz contra a
grande variedade de toxinas que podem ocorrer em conjunto em varios produtos. Dessa
forma, ndo ha um método Unico para resgatar os alimentos contaminados para 0 uso na
alimentacdo com a garantia de seguranca (CUSTODIO, 2006).

O procedimento de descontaminacéo ideal deve: 1) inativar completamente, destruir
ou remover a toxina, reduzindo sua concentragdo a niveis aceitaveis; 2) Ndo produzir ou
deixar residuos toxicos, cancerigenos ou mutagénicos nos alimentos/ragdes; 3) preservar o
valor nutritivo dos alimentos/racdes; 4) ndo alterar a aceitabilidade ou as propriedades
tecnolégicas do produto; 5) reduzir as cepas de MO que poderiam em certas condi¢des
proliferar e produzir novas toxinas recontaminando a amostra; 6) ser integrados, se possivel,
ao processamento regular dos alimentos; 7) ter boa relagdo custo-beneficio; 8) ser facil de
usar; 9) ndo destruir, danificar equipamentos ou colocar em perigo a saude dos operadores
e 10) ser aprovado pelos 6rgédos reguladores. (IBRAHIM, 2010)

Diferentes estratégias foram descritas para a reducdo do conteddo de toxinas em

produtos e alimentos conforme resumido na Tabela 3 (HECK et al., 2009).

Tabela 3. Estratégias para a redugdo de toxinas em alimentos (HECK et al., 2009).

Remocao Inativacdo . .
Biodegradacdo
Fisica Quimica Fisica Quimica
Producd 3 | iaca M
odugao Separagao . rradiacdo Prodatis o]
J Extracdo Calor Qs
L Moagem Adsorcio Plantas
Alimento s Produtos MO
Irradiacdo ;S
Pronto Quimicos Plantas

Os métodos de descontaminacdo de toxinas podem ser processos fisicos, quimicos
e biolégicos. Os processos fisicos incluem a remocdo de toxinas pela separacdo de
produtos contaminados de misturas ou por moagem e inativacdo por meios fisicos, como

calor, cozimento, torrefacdo, adsorcdo e irradiacdo. Os processos de degradacdo quimica
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de toxinas envolvem a extracdo com o uso de diversos solventes e a detoxificacdo pelo uso
de produtos como cloro, peréxido de hidrogénio, 0zénio, amonia e outros éalcalis e acidos
com poder de destruicdo que ainda sao objeto de estudo. Métodos biol6gicos usam
enzimas, MO ou plantas que removem as toxinas dos substratos transformando-as em
produtos menos toxicos (GOLINELLI et al., 2011).

Métodos fisicos como o aquecimento por micro-ondas e tratamentos por irradiacao
estdo ganhando espago em aplicagbes na indastria de alimentos como ferramentas de
controle da seguranca dos produtos, auxiliando na preservacdo e prevencdo da
deterioracdo. Por serem potenciais tratamentos de inativacao de toxinas, eles também aliam

mais um beneficio a sua aplicacdo (MARINE, 2005).

6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho procurou-se fazer uma revisdo sobre as aminas biogénicas
presentes em alimentos processados como 0s queijos com énfase em seus efeitos toxicos e
o0 problema que essa classe de substancias representa para a salde publica como
contaminante de alimentos.

Também foram apresentadas e discutidas as principais formas de eliminar ou reduzir
essas substancias dos alimentos de forma a se garantir uma maior seguranca alimentar e
também aumentar a vida Gtil de alimentos num contexto mundial de crescente demanda
alimentar.

Com a aplicacdo de métodos eficazes de determinacdo de aminas biogénicas em
alimentos e das boas préaticas de fabricagdo, € possivel reduzir a producdo das aminas
biogénicas pelos microorganismos tornando o produto mais seguro.

Espera-se contribuir para o maior entendimento da importancia e dos riscos para a
saude representados pelas aminas biogénicas, além de motivar novos estudos voltados

para essa importante classe de substancias nocivas a saude.
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RESUMO

Aminas biogénicas sdo formadas como resultado da descarboxilacdo de aminoacidos livres
especificos. A analise desses metabdlitos € de grande importancia na determinacdo da
gqualidade e seguranca de alimentos, como 0s queijos, visto que as aminas biogénicas estdo
relacionadas com episédios de intoxicacdo em humanos. A cromatografia é uma técnica de
separacdo quimica usada para caracterizar aminas biogénicas. Variacbes da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido amplamente usadas, porém a complexidade
da matriz alimentar do queijo coalho, faz com que sejam realizadas mudancas nos
processos de extracdo, derivatizagdo e deteccdo em concordancia com cada grupo de
alimento. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o método mais utilizado na
determinacdo de aminas biogénicas em alimentos. O objetivo deste trabalho é analisar a
presenca de aminas biogénicas em queijos do tipo coalho produzidos em laticinios do
Estado de Alagoas. Um total de 20 amostras de queijo de coalho comerciais foram
adquiridos no comércio de Maceié e Arapiraca no periodo entre janeiro, fevereiro e margo
de 2015. Foi desenvolvido um método cromatografico (CLAE-FLUOR) com detecgdo de
fluorescéncia para determinagdo de quatro aminas biogénicas (tiramina, feniletilamina,
cadaverina e putrescina). Foram encontrados em todas as amostras avaliadas, baixos
niveis das aminas biogénicas analisadas o que pode representar risco a salude dos
consumidores quando esses alimentos sdo ingeridos em grandes quantidades ou quando h&a
uma susceptibilidade individual. Analise do componente principal demonstrou alguns
laticinios com presengca de outras aminas biogénicas, porém todos os laticinios
apresentaram-se dentro da regido elipsoidal com nivel de significancia de 95%, exceto para

0s queijos que foram forgados ao envelhecimento.

PALAVRAS-CHAVE

Aminas biogénicas, tiramina, cadaverina, putrescina, CLAE-Fluorescéncia, Queijo de coalho,
padrdo de qualidade microbiolégico, Seguranca alimentar.
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ABSTRACT

Biogenic amines are formed as a result of specific free amino acid decarboxylation. The
analysis of metabolites is of great importance in determining the quality and safety of food,
such as cheese, as the biogenic amines are associated with episodes of toxicity in humans.
Chromatography is a chemical separation technique used to characterize biogenic amines.
Variations of Liquid Chromatography technique of high efficiency has been widely used, but
the complexity of the food matrix curd cheese, makes changes are made in extraction
processes, derivatization and detection in accordance with each food group. The high-
performance liquid chromatography (HPLC) is the most widely used method in the
determination of biogenic amines in foods. The objective of this study is to analyze the
presence of biogenic amines in cheese curd dairy type produced in the State of Alagoas. A
total of 20 commercial curd cheese samples were acquired in the trade of Macei6é and
Arapiraca between January, February and March 2015. curd cheese samples containing
propolis extract (0.1%, 0.3% and 0.5%) were prepared in the dairy industry IFAL / Satuba
and subjected to microbiological quality tests and biogenic amines. It developed a
chromatographic method (HPLC-FLUOR) with fluorescence detection for the determination
of 4 biogenic amines, which are: (tyramine, feniletilamine, cadaverine and putrescine). and
they were found in all samples, low levels of biogenic amines, but can pose a risk to
consumer health. Principal component analysis showed some dairy with presence of other
biogenic amines, but all dairy products were within the ellipsoidal region with a 95%

significance level, except for cheeses that have been forced to aging.

KEYWORDS
Biogenic amines, tyramine, cadaverine, putrescine, HPLC-Fluorescence, cheese curd,

standard microbiological quality, food safety.
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INTRODUCAO

Aminas biogénicas sdo bases organicas de baixo peso molecular, de importancia
biolégica em vegetais, animais e células microbianas, formadas principalmente por
descarboxilacdo microbiana de aminoacidos e transaminacdo de aldeidos e cetonas. A
presenca de aminas biogénicas € uma condi¢do inerente ao processamento tecnologico de
varios alimentos que contenham proteinas ou aminoacidos livres e que estejam sujeitos a
condi¢des que permitam a atividade microbiana e/ou bioquimica (DIAS, 2009).

As aminas podem ser classificadas de acordo com o nimero de grupos aminicos em:
monoaminas, diaminas e poliaminas. Quanto a estrutura quimica, séo classificadas em
aromdticas (histamina, tiramina, feniletilamina, triptamina, serotonina, dopamina e
octopamina), diaminas alifaticas (putrescina e cadaverina), poliaminas alifaticas (agmatina,
espermina e espermidina) e heterociclicas (histamina, triptamina, serotonina) (LANGE et al.,
2002). Entre as aminas biogénicas, a acao da tiramina € particularmente importante, uma
vez que a intoxicagdo por ela desencadeia crises hipertensivas e enxaquecoides, nauseas,
vOmito, angustia respiratéria e palpitacdo. Os riscos da ingestdo de alimentos com aminas
biogénicas podem ser maiores se 0s sistemas enzimaticos estiverem bloqueados por
inibidores da mono ou diamino oxidase, ou se o individuo for portador de doencas
gastrointestinais, deficiéncias genéticas, ou houver fatores de potencializagdo, como o
consumo de alcool (DADAKOVA, 2009). O estudo de aminas biogénicas em alimentos
apresenta correlagdo direta com a qualidade da matriz alimentar e a satude do consumidor.
Questbes relacionadas a saude envolvem, em particular, a intoxicagdo histaminica, com
sintomatologia variada de acordo com a quantidade ingerida e a sensibilidade do individuo.
Os principais sintomas sdo nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal, edema cutaneo,
urticaria, hipotensdao, cefaléia, vertigens, rubor e ardéncia na boca. Em casos graves, em
curto espaco de tempo, podem ocorrer dores toracicas e distlrbios respiratorios. Na
presenca de nitritos, as aminas podem formar N-nitrosaminas, as quais tém acéo
carcinogénica, mutagénica e teratogénica (INNOCENTE, 2002).

Normalmente, as AB estdo ausentes ou encontram-se em concentracdes minimas
(<10 ppm) em alimentos frescos. Contudo, em alimentos como pescado, queijos, carnes,
ovos e fermentados, podem estar presentes em concentragdes significativas (> 50 ppm),
sendo assim capazes de induzir uma intoxicagdo quimica, também conhecida
historicamente por envenenamento escombrdide, devido a sua associacdo com a ingestao
de pescado (CRIACCHIERINI et al., 2005). Atualmente n&do existem legislacdes especificas.
Mesmo assim, sdo impostas barreiras comerciais a produtos contaminados acima dos
limites recomendados. Sdo recomendados, por exemplo, 100 mg de tiramina e 30 mg de

feniletilamina (2) para cada Kg de alimento. Com a crescente preocupagdo com a seguranga
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alimentar e o crescimento dos mercados consumidores, a reducdo no teor de AB representa
um novo desafio (HALASZ et al., 1994). O envenenamento escombroide € um problema
mundial, que ocorre apds o consumo de alimentos contendo AB psicoativas, particularmente
a histamina (3), em concentragdes acima de 500 ppm. Ele se manifesta tipicamente como
uma reacao alérgica caracterizada por dificuldade em respirar, prurido, erupgdo cutanea,
vomitos e febre. As agbBes dos compostos vasoativos [tiramina (1), triptamina (4) e
feniletilamina (2)] causam principalmente crises hipertensivas incluindo também outros
sintomas como dores de cabeca, enxaquecas, alteracdes do ritmo cardiaco e derrames. AB
também s&o precursores de compostos cancerigenos como as N-nitrosaminas (SANTOS,
HOFFMANN, 2010).

No Brasil, o setor de laticinios tem grande importancia socioecondmica, em especial
na fabricagdo de queijos. Este mercado ocupa atualmente o sexto lugar na producéo
mundial, oferecendo ainda uma infinidade de produtos lacteos atendendo aos interesses
especificos de certos grupos de consumidores que buscam produtos saudaveis e que hao
causem risco a saude dos mesmos. O processo de maturagdo decorrente do
processamento tecnolégico produz alteracdes de textura e sabor, associadas principalmente
a protedlise da caseina, resultando em aumento no teor de aminoacidos livres, que, por
acao de descarboxilases bacterianas, produzem aminas biogénicas (PINTADO, 2008).

Microorganismos com atividade descarboxilase ou microorganismos contaminantes
provenientes do leite ou do processo de obtencdo tecnolégica do queijo, podem estar
relacionados com a formacdo de aminas biogénicas nesses alimentos. E possivel também
utilizar a determinacéo de aminas biogénicas como parametro de qualidade no processo de
fabricacdo, ou como indicador do grau de protedlise, caracteristico de alguns tipos de
queijos especiais (DIAS, 2009).

Varias técnicas analiticas, como eletroforese capilar (EC), cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG), cromatografia de troca ibnica e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), tém sido propostas para a determinacdo de aminas
biogénicas em matrizes alimentares. Dentre as técnicas citadas, a CLAE em fase reversa é
considerada a mais adequada (CHIACCHIERINI et al., 2005).

Alguns trabalhos cientificos vém sendo desenvolvidos para avaliar a qualidade de
queijos. Leuschner e col. (1999) avaliaram a influéncia do tempo de 12 dias de maturagéo
em queijo gouda com presenca de Enterococcus faecalis > 1x 10° UFC/mL e presenca da
amina biogénica tiramina em concentragfes de 477mg/Kg. Novella-Rodriguez e col. (2002)
avaliaram o efeito de pressao hidrostatica sobre o conteido de aminas biogénicas durante
maturacdo de queijos de cabra. Alguns trabalhos avaliam a influencia da dieta administrada
aos animais e a formacao de aminas biogénicas. Combarros-Fuertes e col. (2014) avaliaram

a influéncia do leite cru e o leite pausterizado, e concluiram que o leite cru apresenta valores
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de 400mg/kg de aminas biogénicas, principalmente, putrescina, espermidina e tiramina.
Novella-Rodriguez e col. (2000) avaliaram a presenca de aminas biogénicas em queijos
maturados e ndo maturados e os resultados mostraram que queijos ndo maturados tem a
presenca de espermidina e espermina, enquanto queijos maturados tem a presenca de
tiramina, putrescina e cadaverina. Abelldn e col. (2011) avaliou a presenca de enzimas
presentes nas flores de Cynara cardunculus usadas na produgéo e maturacdo de queijos de
cabra tradicionais espanhois e portugueses e que acelera o processo de maturacdo de
queijos produzidos reduzindo assim processo de contaminacdo. Trabalhos semelhantes
com Zhang e col. (2013), demonstram que alguns tipos de pastos como bagaco do talo de
milho, feno de alfafa e leymus chinensis induz um tipo de microbiota e fermentagcdo do
rumem animal favorecendo a certo de de aminas biogénicas. Feno de alfafa diminui a
concentracdo de putrescina, cadaverina e tiramina.

Este trabalho justifica-se devido a importancia da determinacdo das aminas
biogénicas em queijos de coalho para a saude publica no Estado de Alagoas e pela caréncia
de literatura abordando esse tema no Brasil. Com isso, os resultados obtidos neste estudo
irdo fornecer a comunidade técnico-cientifica informagfes exploratérias sobre os niveis de
aminas biogénicas presentes nas amostras de queijo de coalho e sobre os riscos para
saude publica. Esse estudo teve como objetivo determinar aminas biogénicas (cadaverina,
feniletilamina, putrescina e tiramina) em queijos de coalho produzidos em Alagoas,
utilizando a técnica de CLAE/HPLC.

MATERIAIS E METODOS
1- MATERIAIS

o Para as analises cromatogréficas foram adquiridos 20 amostras de queijos de coalho
de diversas empresas/microempresas do estado de Alagoas.

o As amostras foram adquiridas no comércio de Macei6 e Arapiraca no periodo entre
janeiro, fevereiro e margo de 2015.

. O critério de selecdo foi baseado no programa de monitoramento continuo da
qualidade de queijo de coalho do Estado de Alagoas do SESC-AL e Casa da Industria-AL,

sob a coordenacédo de Marcos Peixoto.
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2- METODOS

2.1 ANALISES CROMATOGRAFICAS (CLAE-UV)

2.1.1 Coleta de amostras de queijo de coalho comerciais

Amostras de queijo de coalho (fortificado com 0,1%; 0,3% e 0,5% de extrato de
propolis vermelha) de produgédo piloto da industria de laticinio IFAL do campus Satuba-AL
foram produzidos entre 28 a 30 de janeiro de 2015. Queijos coalhos comerciais foram
adquiridos em supermercados e hipermercados de Maceid e Arapiraca entre fevereiro e
margo de 2015.

Imediatamente apos coleta nos locais comerciais, as amostras foram submetidas a
congelamento em freezer (-20°C) até o momento da andlise. No momento da andlise as
amostras eram retiradas do freezer em deixadas sob descongelamento natural por periodo
de 6 a 12 horas na temperatura ambiente 20-25°C. Durante este periodo de
descongelamento, havia a formacdo da dessoragem natural do queijo de coalho com
volumes variareis entre 1 e 3,5 mL. Aliquotas de 600uL eram utilizadas para ensaios de
derivatizacdo e andlise usando CLAE-FLUOR.

2.1.2 Condic¢es de derivatizacéo

Os padrbes analiticos de tiramina, histamina, feniletilamina, putrescina e cadaverina
foram adquiridos da sigma-aldrich com pureza superior a 95%. Reagente derivatizante
(cloreto de dansila) também foi adquirido da sigma-aldrich.

O reagente derivatizante cloreto de dansila foi preparado pesando 10 mg e
solubilizando em acetona (10 mL) ou em etanol absoluto (10mL). Este Ultimo foi o preferido
e armazenados em frasco ambar em freezer -20°C por 5 dias. Os padrbes analiticos (10,0
mg) foram pesados e transferidos para frascos tipo ampicilina e solubilizados com 6 mL de
sistema de solvente etanol absoluto:dgua acidificada com HCI 0,1M (8:2; v/v). Em seguida
as solucdes eram transferidas para baldo de 10 mL e completadas os volumes com o
mesmo sistema de solvente. As solucdes estoques foram estocadas em freezer (-20°C) por
no maximo 5 dias.

2.1.3 Reacdo de derivatizagdo usando cloreto de dansila

Solucdes de trabalho entre 100,00 pg/mL e 333ug/mL foram utilizadas para
estabelecer tempo de retencdo dos padrbes analiticos (tiramina, histamina, 2-
feniletilenoamina, putrescina e cadaverina) na corrida analitica.

As solucbBes estoques recentemente preparadas (1mg/mL) foram diluidas para
concentracdes finais de 0,058 ug/mL; 0,100 ug/mL; 0,440ug/mL; 1,100ug/mL; 2,18 ug/mL e
4,00 ug/mL. O procedimento geral foi tomar aliquota de 600 uL da solucdo estoque ou
solugdo de trabalho, 300uL do reagente derivatizante (cloreto de dansila) e 200 uL de



56

solucdo tampédo de carbonato sédio (pH 9,0) para obter concentragfes finais citadas de
aminas biogénicas em solucdes de trabalho. As amostras eram submetidas a um leve
aguecimento em temperatura de 40 °C por 1 hora (promover a reacdo de derivatizacdo), e
em seguida eram filtradas em unidades filtrantes de 0,22 um e injetadas (2uL) no UPLC-
FLUOR. As amostras de queijos coalhos comerciais e fortificados sofreram o mesmo
procedimento de derivatizagao.

2.1.4 CondicBes cromatograficas e de deteccdo usando detector de fluorescéncia

O sistema cromatogréfico apresentava os seguintes médulos: bomba de alta presséo
LC-20ADXR, desgaseificador DGU-20A3R, auto injetor modelo SIL-20AXR, forno para
coluna cromatografica modelo jupiter C18 (250 x 4,60 mm; 5um/120A) detector de
fluorescéncia, modelo RF 20A e uma controladora CBM-20A e detector de fluorescéncia
modelo RF-20A e software Labsolution da Shimadzu.

A separacao dos cinco marcadores ocorreu no sistema cromatogréfico utilizando
uma coluna C18 Jupiter (250 x 4,6 mm, 5 ym) e uma pré-coluna C18 (10 x 4,6 mm, 5
pm) ambas da Phenomenex que estava aclimatada no forno a uma temperatura de
33°C. A fase movel utilizada para eluicdo dos marcadores do extrato de queijo de coalho
foi constituido de acetonitrila: agua, num fluxo de 0,8 mL/min. A eluicdo aconteceu em
modo gradiente. O detector de fluorescéncia esta equipado para monitorar 4
comprimentos de excitagdo e 4 comprimentos de emissdo simultaneamente, sendo
eles:320ex-450em; 334ex -450em; 334ex — 495em; 334ex-520em.

2.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de Controle de
Qualidade de Alimentos da UFAL, segundo parametros recomendados pela Resolucdo RDC
12/2001 (BRASIL, 2001), que determina os seguintes microorganismos para queijos de alta
umidade: Coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella sp. e Listeria

monocytogenes. Também foi determinada a umidade dos queijos.

2.2.1 Enumeracdo de Coliformes a 45°C pela técnica do NMP

Foram pesados assepticamente 25 gramas de queijo e adicionados em 225 mL de
adgua peptonada tamponada. Em seguida homogeneizou-se em Stomacher e procedeu-se a
preparacéo das diluicbes seriadas (107, 107 e 10°). Para enumeracéo de coliformes a 45°C
utilizou-se a técnica dos tubos multiplos, com Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e caldo EC
(Escherichia coli), ambos contendo tubos de Durham invertidos em seu interior. As amostras
que evidenciaram retencdo de gés e turvagdo em LST, foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo caldo EC e incubadas em banho-maria a 45°C/ 24 a 48h considerando-se

positivos 0s que apresentaram gas no tubo de Durham.



57

2.2.2 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Utilizou-se as diluigbes 10™, 10 e 10 conforme descrita no item anterior e semeou-
se inéculo de 0,1ml em placas de petri contendo Agar Baird Parker. As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24-48 horas e consideradas colbnias tipicas
aquelas que apresentaram maximo 1,5 mm de didmetro, lisas, convexas, com bordas
perfeitas, rodeadas por um halo transparente estendendo para além da zona opaca.
Procedeu-se a contagem e confirmacdo das colbnias através dos testes de coagulase e
catalase.

2.2.3 Pesquisa de Salmonella sp

Para pesquisa de Salmonella sp, realizou-se inicialmente o pré-enriquecimento, que
consiste na transferéncia de 25 mL da amostra para frasco contendo 225 mL de &gua
peptonada tamponada e incubacdo a 35+2°C por 24+2 horas. Em seguida, realizou-se o
enriguecimento secundario, que consiste na transferéncia de 0,1 mL e 1 mL da &agua
peptonada a 0,1% para 10 mL de Caldo Rappaport-Vassilidis modificado (RV) e 10 mL de
Caldo Selenito-Cistina (SC), respectivamente, e incubacdo em banho-maria a 41°+0,5C por
24 a 30 horas. A partir desses caldos, foram realizados o plaqueamento seletivo, através da
técnica de esgotamento em placas de Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e Brilliant-
green Phenol-red Lactose Sucrose (BPLS), com o auxilio de alca de platina e as placas
incubadas a 36+1°C por 24+2 horas. Em seguida, foram selecionadas colbnias tipicas
presentes nas placas de Agar XLD (colbnias com coloragdo rosa escuro, com centro preto e
uma zona avermelhada levemente transparente, embora, a depender da producéo de H,S e
da fermentacdo da lactose, essas caracteristicas possam ser diferentes) e de Agar BPLS
(colbnias incolores ou de cor rosada, entre translicidas a ligeiramente opacas; quando
rodeadas pro microorganismos fermentadores de lactose, pode apresentar-se verde-
amarelada) para a confirmacdo preliminar das coldnias suspeitas de Salmonella sp. As
colbnias com caracteristicas tipicas foram submetidas a testes bioquimicos para
identificacdo (no Agar TSI, LIA e SIM).

2.2.4 Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para deteccdo de L. monocytogenes, 259 da amostra foi homogeneizada em 225mL
de caldo de enriquecimento para Listeria (LEB), e incubada a 30°C por 24h. Em seguida foi
transferido 0,1mL do inoculo para tubo contendo 10mL de caldo Fraser e incubado a 30°C
por 24h. Posteriormente semeou-se em placas contendo Agar Oxford e Agar Palcam e
incubou-se a 37°C por 24h.
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2.3) ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados através da comparag¢do das médias dos tratamentos,
com a utilizacao do teste de Tukey estabelecendo-se p< 0,05 como nivel de significancia. O
programa estatistico utilizado foi o0 SAS® vers&o 9.0.

Andlise do componente principal foi realizada usando software Simca P, versao 13.0. Os
pares dados de tempo de retencdo e area dos 4 comprimentos de excitacdo e emissao
usados na cromotografia liquida acoplada a detector de fluorescéncia foram e tabulados e
tratados no Excel para todos os laticinios estudados e transferidos para o software que
foram analisados em maximo de 18 variaveis no intervalo entre 25 e 55 minutos, cada
tempo de retencdo e sua respectiva area correspondia a 1 variavel. Os gréficos elipsoidais
de Analise do componente principal (PCA) foram obtidos e analisados quanto a presenca ou
auséncia de outliers no intervalo de confianga de 95%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo microbiol6gica de queijos de coalho (sem fortificacdo) produzidos em

alguns laticinios do estado de Alagoas.

Diante dos resultados obtidos nesta etapa da pesquisa, ficou evidente a falta de
qualidade higiénico sanitaria em algumas micro indUstrias do estado de Alagoas. Todas as
amostras apresentaram altas contagens de coliformes a 45°C e duas amostras ainda
apresentaram numeros elevados de Staphylococcus coagulase positiva. Conforme a tabela
2, as amostras (A), (C) e (E) foram consideradas impréprias para o consumo devido a alta
contagem de coliformes a 45°C acima do limite estabelecido pela RDC 12/2001 da ANVISA.
As amostras (B) e (D) também foram consideradas improprias por apresentarem alta

contagem de coliformes a 45°C, e Staphylococcus coagulase positiva (Tabela 1).
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Tabela 1 - Avaliacdo microbiol6gica de amostras de queijo de coalho produzido em alguns

laticinios do Estado de Alagoas

Anélises Queijo A Queijo B QueijoC  QueijoD  Queijo E Padrao”
Coliformes a 45°C >5x10° >5x10° >10° >5x10° >5x10° 5,0 x 10°
(NMP/g)

Staphylococcus <102 >10° <102 >10° <10? 10°
coagulase positiva

(UFCl/g)

Salmonella sp. Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia  Auséncia  Auséncia
Listeria Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
monocytogenes

Padrdo: RDC n°12 (BRASIL,2001b): Dispde sobre padrBes microbiol6gicos sanitarios para
alimentos.

Resultados semelhantes aos obtidos nesta pesquisa foram constatados por
Benevides & Telles (2002) em 40 (80,6%) amostras de queijos de coalho produzidos na
cidade de Fortaleza-CE, com valores de coliformes termotolerantes acima do padrao

microbiologico permitido pela legislacdo brasileira (BRASIL,2001b).

Bruno et al. (2005) também analisaram amostras de queijo de coalho produzidos a
partir de leite cru e a partir de leite pasteurizado (4 unidades de cada) e detectaram que
todas as amostras apresentaram Escherichia coli, sendo que, nas amostras produzidas
com leite cru foi também detectada a presenca de Salmonella sp. No entanto, em trés das
amostras produzidas com leite cru e em uma produzida com leite pasteurizado,
apresentaram também contagens elevadas de estafilococos coagulase positiva, isto é,
acima de 10" UFC/g.

Resultados divergentes foram obtidos por Branco et al. (2003), quanto a presenca de
Listeria monocytogenes, em amostras de queijo de coalho detectadas em 19% das

amostras analisadas.

A auséncia de Salmonella spp. e L. monocytogenes nas amostras analisadas, pode

ser devido a presencga da microbiota autdéctone, mais especificamente as bactérias lacticas,
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que tém a capacidade de restringir o crescimento de microrganismos patogénicos por
competicdo e ou producdo de moléculas antagbnicas, conforme relatados por varios
pesquisadores (CARVALHO, 2007; JONES et al. , 2008).

3.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

3.2.2. Perfil cromatografico de queijo de coalho contaminados com aminas biogénicas

A figura 3 mostra o perfil cromatografico dos padrbes analiticos de aminas
biogénicas apds reacdo de derivatizagcdo com o reagente cloreto de dansila. O método
apresentou separacao cromatografica para 4 padrées analiticos dos 5 testados. Apenas a
histamina ndo apresentou perfil cromatografico definido. A tiramina apresentou pico nho
tempo de retencdo de 25,3 minutos. A feniletilamina apresentou retengdo em 31,5 minutos.
A putrescina apresentou pico cromatografico com tempo de retencdo de 32,6 minutos,
enquanto a cadaverina apresentou tempo de retencdo de 33,6 minutos. Em todas as
amostras derivatizadas foi comum o pico do reagente derivatizante em aproximadamente
29,6-29,8 minutos (Figura 3).

Observando os cromatogramas da Figura 4, foi possivel observar também a eluicédo
de outros aminoacidos presentes na amostra de queijo de coalho, na faixa de tempo de
retencdo entre 5 e 24 minutos. Desta forma, pode-se estabelecer 2 principais faixas de
tempo de retencdo no método cromatogréfico estabelecido para determinacdo de aminas
biogénicas. Entre 5 a 24 minutos faixa de eluicdo para aminoacidos e entre 25 a 55 minutos
faixa de eluicdo para aminas biogénicas. Vale ressaltar que este desenvolvimento de
método foi baseado em alguns métodos cromatograficos ja descritos na literatura (mo Dugo
e col. 2006; Gomez-Alonso e col. 2007; Redruello e col. 2013) para determinagéo de aminas
biogénicas. Os métodos citados utilizavam o UV como detector de analise e como reagente
derivatizante o cloreto de dansila ou o dietiletoximetilenomalonato (DEEMM).

As figuras 5 e 6 mostra os perfis cromatograficos de algumas micro-industrias de
laticinios do Estado de Alagoas com os seu perfis de contaminagdo de aminas biogénicas.
Observou-se em todas as amostras a presenca de tiramina e cadaverina, sendo estas as
mais presentes, exceto para a amostra Major izidoro que néo foi detectado presencga de
cadaverina, porém maior quantidade de tiramina.

Observou-se também um padréo semelhante de producdo de queijo de coalho
fazendo uso do aquecimento (figuras 5A, 5B, 5C, 6A, 6C), exceto para a amostra Major
Izidoro (Figura 8B). Nas amostras que sofreram aquecimento, foi observado auséncia de
aminoacidos ou quantidade de aminoacidos em pequena intensidade, enquanto que na
amostra Major lzidoro, foi possivel observar grande a intensa presenca de aminoacidos
presentes na amostra de soro de queijo de coalho analisada. Durante o aquecimento ha a
eliminacdo de grande parte dos aminoacidos presentes nas proteinas do queijo de coalho
(aminoacidos da caseina e demais proteinas do leite), 0 que promoveu um cromatograma
mais limpo sem presenca de interferentes na faixa de tempo de retengédo entre 5 a 24
minutos (mo Dugo e col. 2006; Gomez-Alonso e col. 2007).
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Figura 4 - Perfil cromatografico dos queijos de coalho produzidos pelas indUstrias Lat.16
(A), Lat.9 (B) e Lat.2 (C). Deteccéo de tragos de aminas biogénicas (1) Tiramina, (2) 2-
feniletilamina (3) putrescina e (4) cadaverina.
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Os ensaios cromatograficos de determinacéo de aminas biogénicas das amostras de
queijo de coalho das microindustrias de laticinios do Estado de Alagoas mostraram
presenca de tiramina, feniletilamina, putrescina e cadaverina, porém as aminas biogénicas
mais frequentes foram tiramina e cadaverina. A amostra de queijo de coalho Lat.7 mostrou
alta concentracao de tiramina e maior que 2,18 ug/mL. Presenca de cadaverina também foi
detectado nas amostras de queijo de coalho dos laticinios Lat.12, Lat.1, Lat.2, Lat.3,Lat.10,
Lat.15, Lat.16, bem como nos demais, porém estes foram mais pronunciados porém
menores que 0,100 pg/mL quando analisadas no detector de fluorescéncia com
comprimentos de excitacdo e emissao de 320 e 450nm, respectivamente. Usando detector
de fluorescéncia e comprimentos de excitagcdo e emissdo de 334 e 450 nm, foi possivel
observar presenca de tiramina para os laticinios: Lat.14, Lat.5, Lat.4 e presenca de
cadaverina para os laticinios: Lat.1, Lat.2, Lat.9 e Lat.15 (Tabelas 3). Usando detector de
fluorescéncia com comprimentos de excitacdo e emissdo de 334nm e 495 nm,
respectivamente, foi possivel verificar a presenca de tiramina em concentragdes inferiores a
1,10ug/mL para os laticinios: Lat.1, Lat.4, Lat.7 (Tabelas 4). A detec¢cdo em 334nm de
excitacdo e 520nm de emissao foi possivel verificar que os laticinios Lat.13, Lat.15, Lat.10,
Lat.8, Lat.3, Lat.1, Lat.7 e Lat.4 ndo ultrapassaram os limites de 0,100ug/mL (Tabelas 5).

Dentre os sistemas de deteccdo por fluorescéncia, os sistema de excitacdo e
emissdo 334nm/495 nm vem mostrando-se mais sensivel para avaliar a amina biogénica
tiramina, enquanto que os sistemas de excitagdo e emissdo 320nm/450nm e 334/450nm
foram mais sensiveis para detectar a presenca de putrescina e cadaverina. Os estudos com
determinacdo de aminas biogénicas ainda estdo sendo padronizados. O volume amostral de
soro de queijo de coalho ainda esta sendo padronizado, pois quando se utilizou 200uL como
volume amostral, apenas cadaverina foi detectada. Faz-se necessério realizar um novo
estudo com variagdo do volume amostral até 2000uL, porém esta técnica necessita ser
covalidada com estudos microbiol6gicos.

Os dados das tabelas 3-6 apresentaram valores de um estudo semi quantitativo
guanto a presenca pontual de determinadas aminas biogénicas (tiramina, 2-feniletilamina,
putrescina e cadaverina), porém realizamos um estudo exploratério com todos os picos
cromatogréficos entre 25 e 55 minutos, pois além dos 4 marcadores de aminas biogénicas ja
citados, houve presenca de outros pico cromatograficos que pode sugerir presenca de
outras aminas biogénicas importante como espermina e espermidina. Dados da literatura
mostram que estas 2 aminas biogénicas eluem em tempos de retengdo superior a
cadaverina.
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Tabela 2 — Determinacdo das areas cromatograficas de aminas biogénicas em amostras
comerciais de queijo de coalho nos comprimentos de excitacdo 320 nm e emissao 450 nm

Concentracdo Area / Ex 320 Em 450

(ng/mL) Tiramina 2-feniletilamina Putrescina Cadaverina
Padrao 2,180 4720 13269 13417 120916
Padrao 1,100 3889 9819 10694 198681
Padrao 0,440 2220 6623 3010 206899
Padrao 0,100 - 1644 - 56413
Padrao 0,058 - 1411 - 41760
Lat.16 T O horas - - - 6608
Lat.16 T18 horas - - - 22520
Lat.15 - 1220 - 34197
Lat.14 - - - 11123
Lat.3 1846 - - -
Lat.12 - - - 1222
Lat.9 - 1191 5283 16729
Lat.10 - 1398 - 36274
Lat.11 - - - 15083
Lat.6 - - - 1401
Lat.8 - - 2535 11131
Lat.3 - - - 20609
Lat.2 - 1121 - 32521
Lat.1 - - - 15965
Lat.4 T18h 2847 - - -
Lat.4 2375 - 1282 1562

Lat.7 7234 - 11069 8853
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Tabela 3 — Determinacdo das areas cromatograficas de aminas biogénicas nas amostras
comerciais de queijo de coalho nos comprimentos de excitacdo 334 nm e emissao 450 nm

Concentracdo Area / Ex 334 Em 450

(ng/mL) Tiramina 2-feniletilamina Putrescina Cadaverina
Padrao 2,180 5265 14638 15877 104581
Padrao 1,100 4199 10011 12237 161714
Padrao 0,440 2001 5753 3640 165609
Padrao 0,100 - - - 101461
Padrao 0,058 - - - 42887
Lat.16 T O horas - - - 4117
Lat.16 T18 horas - - - 15676
Lat.15 - - - 23006
Lat.14 4715 - - 7478
Lat.3 2070 - - -
Lat.12 8065 - - -
Lat.9 - - 3397 11139
Lat.10 - - - 24365
Lat.11 - - - 9841
Lat.6 2253 - - -
Lat.8

Lat.3 - - - 14329
Lat.2 - - - 22067
Lat.1 - - - 10438
Lat.4 T18h 3160 - - -
Lat.4 3118 - - 1136

Lat.7 - 1340 3786 6812
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Tabela 4 — Determinacdo das areas cromatogréficas de aminas biogénicas nas amostras
comerciais de queijo de coalho nos comprimentos de excitacdo 334 nm e emissao 495 nm

Concentracdo Area / Ex 334 Em 495

(ng/mL) Tiramina 2-feniletilamina Putrescina Cadaverina
Padrao 2,180 60015 138227 135053 225304
Padrao 1,100 38395 74396 105649 223847
Padrao 0,440 15171 30505 27706 164178
Padrao 0,100 3684 2804 5554 91664
Padrao 0,058 3648 3998 3066 33490
Lat.16 T O horas 2303 1321 - 1333
Lat.16 T18 horas 2982 1615 - 6132
Lat.15 2868 1476 - -
Lat.14 1732 - - 2852
Lat.3 5682 - - -
Lat.12 1330 - - -
Lat.9 1731 1645 - 4478
Lat.10 3682 1441 - 8536
Lat.11 1376 - - 3612
Lat.6 1073 1080 - -
Lat.8 2756 4367 1292 2913
Lat.3 2354 1419 - 5304
Lat.2 3442 1433 - 8394
Lat.1 8307 1925 - 4504
Lat.4 T18h 39054 3240 - -
Lat.4 31619 1753 1733 4664

Lat.7 8065 - - -
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Tabela 5 — Determinacdo das areas cromatograficas de aminas biogénicas nas amostras
comerciais de queijo de coalho nos comprimentos de excitacdo 334 nm e emissao 520 nm

Concentracdo Area / Ex 334 Em 520

(ng/mL) Tiramina 2-feniletilamina Putrescina Cadaverina
Padrao 2,180 83984 174887 163647 217220
Padrao 1,100 54735 93711 127578 185518
Padrao 0,440 22896 38138 32996 105304
Padrao 0,100 7446 3393 6385 49738
Padrao 0,058 6725 4719 3534 18941
Lat.16 T O horas 3974 2075 - -
Lat.16 T18 horas 5620 2347 2767 2059
Lat.15 6172 2260 2260 3879
Lat.14 2887 - 1503 1518
Lat.3 8051 - - -
Lat.12 2067 - 1256 1010
Lat.9 4708 2410 - 2371
Lat.10 7818 2138 - 3350
Lat.11 2383 - 1571 1511
Lat.6 2200 - 1559 -
Lat.8 6033 6159 2130 1347
Lat.3 5805 2323 2407 1887
Lat.2 6913 1966 3578 1314
Lat.1 12855 1099 - 2068
Lat.4 T18h 53724 3839 - 1097
Lat.4 42488 1851 1832 7496

Lat.7 11499 2273 1160 -
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3.2.3 - Analise do Componente Principal (PCA) de queijos de coalho contaminados
com aminas biogénicas

Apesar da quantidade de aminas biogénicas serem menores que 1,10 ug/mL (1,1
ppm), as mesmas em grandes quantidade e diversidade pode levar a intoxicacdo de
consumidores de queijo de coalho da regido. Entdo utilizou-se a estatistica multivariada de
Andlise do componente principal para avaliar a presenca de outras aminas biogénicas e
guais os laticinios que se destacam entre eles. Os pares de dados de tempo de retencao e
area (tempo;area) no intervalo entre 25 e 55 minutos foram tabulados para todos os
laticinios incluindo os padrbes para avaliar quais laticinios apresentam-se como outliers no
nivel de significancia de 95% usando o modelo elipsoidal do grafico de PCA.

Os dados do grafico de PCA mostram que grande parte dos queijos de coalho
analisados apresentaram-se dentro da regido central quando analisados os componentes t1
X t4, t1 x t10, t1 x t12 e tl x tl4, de um total de 15 componentes analisados. Os
componentes t4, t7, t10 e t 14 foram 0s que mais se destacaram. Apenas o0 queijo de coalho
gue realizamos o envelhecimento forgado apresentou-se como outlier no grafico PCA.
Porém outros laticinios mostraram-se dentro de intervalo elipsoidal com nivel de
significancia de 95% porém muito proximo da regido de outlier, sendo eles Andrade, Antoni
Bezerra, Costa, Mainha e Batalha. Os demais mostraram-se na regido central e dentro dos
limites do grafico elipsoidal. Os dados do grafico de PCA mostram que também é possivel
fazer um estudo investigatorio de quais laticinios podem apresentar presenca de outras
aminas biogénicas sendo potenciais contaminantes de queijo de coalho.
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g
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Figura 9 - Andlise do Componente Principal (PCA) para queijos coalhos comerciais de
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CONCLUSAO

Os resultados cromatogréaficos demonstraram a presenca de aminas biogénicas nos
gueijos do tipo coalho fabricados em laticinios do estado de Alagoas, demonstrando baixos
niveis de aminas biogénicas, porém ha uma preocupacdo com a seguranca desses
alimentos para a salde humana.

Os métodos cromatogréficos utilizados foram considerados eficazes para a
determinacgdo das aminas biogénicas nos queijos analisados.

Resultados microbiolégicos demonstraram a presenca de contaminantes
microbiolégicos como S. aureus e E. coli em algumas amostras de queijo de coalho
analisados, e os resultados sugerem possivel relacdo com as aminas biogénicas das
amostras estudadas.

As boas praticas de fabricagcéo, o controle higiénico sanitaria em todas as etapas de
producdo, a capacitacdo dos manipuladores e um controle de qualidade adequado, séo
medidas que podem minimizar a formagcdo de aminas biogénicas nos queijos do tipo coalho,
tdo consumidos no estado de Alagoas.
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APENDICES

APENCICE A: Anélise microbioldgica dos queijos fortificados de cinco laticinios de
Alagoas.

- Coliformes a 30°C - 100% das amostras positivas com fermentacdo da lactose e
formacgdo de bolhas de gas.

Fonte: Victor Vasconcelos

- Caldo EC ap06s incubado a 45C

Major (b)

Fonte: Victor Vasconcelos



84

- Caldo EC ap0s incubado a 45C — formacéo de bolhas de géas indicando Coliformes a
45°C.

Fonte: Victor Vasconcelos

- Amostra (d) em meio BHI coagulada indicando Staphylococcus coagulase positiva.

Fonte: Victor Vasconcelos
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- caldo Fraser ap6s incubado a 30°C por 24h. Amostras (d) e (e)

.. 68
[

Fonte: Victor Vasconcelos

- caldo Fraser ap0s incubado a 30°C por 24h

Fonte: Victor Vasconcelos
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- Placas com Agar Oxford e Agar Palcam repicadas do caldo fraser e incubado a 30°C

por 24h. Nao houve crescimento de coldnias tipicas. Amostras de Palm. e Maj.

Fonte: Victor Vasconcelos



