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Avaliacao do producao e da qualidade bacteriolégica e detecgao
de bacteriéfagos e de antimicrobianos em soro de queijo
produzido no estado do Rio de Janeiro*

Evaluation of production and bacteriological quality and detection of
bacteriophages and antimicrobial agents in cheese whey produced
in Rio de Janeiro state
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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar a qualidade do soro por meio da contagem de micro-organismos mesofilos, psicrotréficos e
enumeracdo de coliformes e da deteccao de bacteriéfagos e antimicrobianos. Para verificar a qualidade e o uso do soro juntamente
com a coleta, foi aplicado um questionario em 50 estabelecimentos processadores de leite e derivados fiscalizados no Estado
do Rio de Janeiro. De todo soro produzido (4.114 toneladas) 30,76% ¢é aproveitado na produgéo de derivados lacteos, 29,18%
é enviado para Minas Gerais, 7,18% vendido, 32,88% distribuido para alimentagdo animal. Somente nove estabelecimentos
realizam programa de controle de qualidade. A avaliagéo bacterioldgica apresentou 86,36% de bactérias psicrotréficas acima do
valor permitido por lei, 36% amostras positivas para antimicrobianos e negatividade para bacteriéfagos. Na colimetria os coliformes
a 35°C apresentou em 60% das amostras valor médio de 2,8 x10* NMP / mL, os coliformes a 45°C com valor médio de 2,5 x10*
NMP / mL e encontrado Escherichia coli em 30% das amostras. A auséncia de fago € um ponto positivo para as industrias, assim
como o aproveitamento parcial do soro. A presenga de antimicrobianos é considerada um risco saude do consumidor.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate cheese whey quality regards to mesophilic, psychrotrophic and coliforms bacteria,
bacteriophages and antimicrobial substances detection. The samples were collected from 50 dairy industries in Rio de Janeiro state
and a questionnaire was carried out. Of total whey produced, 30.7% were utilized to dairy products production, and 42.15% were
concentrated and sent to Minas Gerais state, 10.37% were sold and 47.48% distributed to animal feed. Bacteriological evaluation
showed high count of psychrotrophic bacteria (86.36%). Seventeen samples (36%) were positive to antimicrobial analysis. The
search of bacteriophages was negative to all samples. Relative to 35°C colimetric counts, 40% of samples presented more than
1.1 x10* NMP/mL and 60% of samples presented 2.8 x10* NMP/mL. The coliforms 45° C counts were 2.5 x10* NMP/mL and it
was found Escherichia coli in 30% of samples. The absence of phage was a positive point to industries as well as the rational use
of whey, however the presence of antimicrobial agents could be considered a risk to the consumer.

Keywords: cheese whey, microbiological quality, antibiotics, phages

Introducao Nas industrias, este produto apresenta valor comercial

O soro de leite é o liquido formado a partir da coagulagdo das baixo quando in natura e apresenta alto custo de captagéo,
caseinas do leite, considerado um subproduto, correspondendo  normalmente tratado como dejeto e langado nos cursos dos
cerca de 90% do volume inicial do leite, perfazendo de 50 a 55%  rios sem tratamento prévio, sendo um poluente ambiental
dos solidos totais do mesmo (Furtado e Lourengo Neto, 1994; aumentando a demanda bioquimica de oxigénio (Chehadi, 2004,
Antunes, 2003). Barbosa et al., 2010). Com o uso da tecnologia de membranas
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as industrias de laticinios conseguem uma alta reducdo dos
contaminantes do soro antes do mesmo ser despejado nos rios.

A composigédo do soro, rico em lactose e outros nutrientes
soluveis, propiciam o crescimento de diversos micro-organismos
que ocasionam alteragbes sensoriais e quimicas, além de
estarem associados a riscos para a saude coletiva devido a
presencga de micro-organismos patogénicos (Fox et al., 2000;
Bonfoh et al., 2003).

A contaminagao por micro-organismo do grupo coliforme acarreta
em alteragbes nas caracteristicas sensoriais, como sabor acido
e estufamento precoce com produgédo de gas carbdnico e
acido acético, além de ocasionar visualmente ao queijo uma
distribuicdo de olhaduras irregulares (Shneider, 2009).

Além dos contaminantes deteriorantes, o soro é passivel de fonte
de bacteriéfagos (fagos), que age como fator de contaminagao
em lacticinios na fabricagdo de queijos e leites fermentados
diminuindo a viabilidade das bactérias acido-laticas. (Nader
Filho et al., 2004; Lima et al., 2009).

Os bacteridfagos séo virus que infectam bactérias; sdo parasitas
intracelulares obrigatérios, ndo possuindo metabolismo proprio
(Zink e Loessner, 1992).

Uma vez tendo surgido, os fagos podem se espalhar rapidamente
em todo o laticinio. Sua presenga é de dificil eliminagéo
devido ao curto periodo de laténcia, e por serem resistentes a
pasteurizagdo (Madera et al., 2004). Estima-se que de 60-70%
da ocorréncia de problemas tecnoldgicos na fabricacdo de
queijos estejam relacionados com infeccéo por bacteriéfagos
das cepas de Lactobacillus (Hejnowicz e Bardowski, 2005).

A presenga de residuos de antimicrobianos no leite, utilizadas
nas varias etapas de produgéo animal, tem sido um dos maiores
desafios impostos a industria de alimentos no mundo, como a
interferéncia no processo de produgéo dos derivados, como a
inibicao das culturas lacticas (Nader Filho et al., 2004; Tendrio
2009).

Aiingestéo de residuos de antibidticos presentes nos alimentos
supbe risco para a saude humana, seja exercendo pressao
seletiva sobre a microbiota intestinal, favorecendo o crescimento
de micro-organismos com resisténcia natural ou adquirida, ou
dando lugar, direta ou indiretamente, para o aparecimento de
resisténcia em bactérias enteropatogénicas, possiveis casos de
reacOes alérgicas e efeitos teratogénicos (Costa et al., 1996; Van
Schaik et al., 2002; Shitandi e kihumbu, 2004;)

Mesmo apés o tratamento térmico do leite, 0 mesmo pode
apresentar residuos de antibioticos e consequentemente em
todas as etapas na elaboragao de queijos e o subproduto (soro)
podem veicular esses antimicrobianos (Brito, 2000).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a quantidade do soro
produzido no Estado do Rio de Janeiro e a qualidade a partir
da contagem dos micro-organismos mesdfilos e psicrotréficos,
da enumeragédo dos coliformes (30/35°C e 45°C), da detecgao
de bacterioéfagos e de substéncias antimicrobianas.

Material e métodos

Foi realizado um levantamento das industrias fiscalizadas ou ndo
no Estado do Rio de Janeiro pela EMATER (érgdo estadual de
Extenséo Rural do Rio de Janeiro) totalizando um nimero de 50
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estabelecimentos. Em seguida, foi tragada uma divisdo do estado
em cinco regides (Noroeste, Serrana, Norte, Centro e Sul).

A fim de concentrar os dados, as coletas das amostras eram
feitas por regido e um questionario era aplicado sobre a produgdo
e uso do soro de leite na industria.

Em cada induUstria eram coletados trés frascos estéreis, de
300 mL, sendo transportado em caixas isotérmicas contendo
gelo reciclavel para os Laboratorios de Leite e Derivados e
de Controle Microbioldgico de Produtos de Origem Animal da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense
em até 24 horas ap0s a coleta para analises bacteriolégicas.

A partir das amostras coletadas foram realizadas diluicdes
seriadas em Solugédo Salina Peptonada (SSP 0,1%). Para a
contagem de bactérias heterotroficas aerébias mesdfilas e
psicrotréficas American Public Health Association (2001). Foi
realizada a técnica de plaqueamento em profundidade com o
meio para contagem padrdo em placas (APC). Para a pesquisa
de mesdfilos as placas foram colocadas em estufa de 35°C por
24/48 horas e para os psicrotroficos foram armazenadas em
geladeira (6 =+ 1°C por 10 dias). Depois deste prazo as placas
foram removidas e selecionadas aquelas que apresentarem
entre 30-300 Unidades Formadoras de Colbénias (UFC) para
contagem. O resultado foi expresso em log10 UFCs/g.

Na enumeragéo de Coliformes foi utilizada a técnica do Numero
Mais Provavel (NMP) conforme Merck (2002) modificado por
Franco e Mantilla (2005). A técnica consiste na miniaturizagdo
das diluigdbes com SSP (0,1%) e do caldo Fluorocult Merck
para a enumeragao. Os ependorfes foram incubados a 35 °C
por 24 horas. Os resultados positivos para Coliformes Totais
foram verificados a partir da observagao de coloragéo azul. Os
ependorfes positivos com agao direta de Luz Ultravioleta, que
fluorescessem confirmava a presenca de Coliformes Fecais. Nos
ependorfes positivos para Coliformes Fecais eram adicionadas
1 a 2 gotas de reativo de Kovac’'s e os que tiveram viragem
vermelha confirmava Escherichia coli.

Adetecgéao de residuos de antibiéticos e antimicrobianos foi feita
pelo Kit enzimatico Eclipse da Empresa Cap-Lab. A coloragédo
azul da amostra teste confirmava positividade; se cor amarela na
amostra, o resultado era negativo. A formacédo de um halo azul
na borda significava uso de antibiético dentro do limite permitido.

Para a pesquisa de fagos foram realizadas duas técnicas: uma
para presenca e outra para o isolamento de bacteriéfago, a partir
de métodos descritos por Fox et al. (2000). Na técnica em tubos,
o soro foi filtrado em membrana e utilizados tubos com 10 mL
da cultura lactea (108 ufc/mL) e colocados em estufas de 35° e
42°C. Foi determinado o pH de hora em hora. A diferenga de 0,3
unidades da amostra controle e da amostra em analise representa
a presenca de fago na amostra em estudo. Na técnica em placas,
para o isolamento do fago, foi realizada filtragdo da amostra 10°
(amostra sem a diluigdo) seguida das diluicdes (10", 102; 10,
10+ e 105). Em seguida vazada em placas com o meio Agar base
MRS e adicionado mais o meio com a mistura (0,7% Agar + Caldo
MRS + CaCl,) e 1 mL de suspensé&o bacteriana da cultura (108
ufc/mL). Incubado em estufas de 35° e 42°C durante 24 horas. A
presenca dos halos de lise confirma a presenga de fago.

A analise estatistica descritiva foi realizada utilizando-se o
programa GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad
Software, San Diego California USA).
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Resultados e discussao

Das pesquisas realizadas nos estabelecimentos produtores
de soro de leite, das 4.114 toneladas de soro gerados por
més, 30,7% (1.267 toneladas) é aproveitada industrialmente
na producado de ricota (78%), bebida lactea UHT (18%) ou
bebida lactea fermentada (4%), o que mostra um baixo valor
na demanda de produtos a base de soro.

O restante do soro produzido — 2.847 toneladas por més (69,3%)
possuia outros destinos como: enviado para Minas Gerais
ap6s concentragao (42,15%), vendido (10,37%) ou distribuidas
gratuitamente para cooperados ou fazendeiros proximos
(47,48%) para alimentagao animal (bovinos e suinos).

A maioria das industrias (41,3%) estava sob inspegéo estadual,
das quais 23,1% sob inspecgéo federal e o mesmo percentual
sob inspegdo municipal, o que garantia uma seguranga maior
aos produtos elaborados assim como o soro produzido na
industria (Figura 1). Praticamente 10% delas ndo estavam sob
inspecao técnica, problema de saude publica. Somente nove
(17,3%) afirmaram adotar algum Programa de Controle de
Qualidade (Boas Préticas de Fabricacdo, Procedimento Padréao
de Higiene Operacional e Analises de Perigos e Pontos Criticos
de Controle), o que provavelmente gera deficiéncia na produgéo
e qualidade nos produtos e derivados de leite.

Tipo de inspegao

@ Federal
@ Estadual
# Municipal

Em relacdo a contagem total de bactérias e colimetria, as
amostras apresentaram valores bem distintos. A Tabela 1 lista
os valores bacterioldgicos pesquisados nos 50 estabelecimentos
produtores de soro de leite (em log UFC/mL).

A elevada contaminacao bacteriologica de algumas amostras
de soro, inclusive com bactérias patogénicas (E. coli), pode
estar relacionada com um processo de fabricagdo de queijo
sem condi¢des de higiene, o que refletiu na presenga destes
micro-organismos no soro (Cortez; Cortez, 2010). A contagem
de psicrotroficos foi 86,36% da contagem de mesdfilos.

A contaminag&o microbioldgica do subproduto soro acarreta
sérios problemas aos derivados que contém soro de queijo
(Siso, 1996).

A contagem de psicrotréficos é preconizada pelo Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2008) um valor
maximo de 10% acima do padrao de mesofilos.

O trabalho apresentou um valor médio de psicrotréficos
(17.742.764 UFC/mL) que foi aproximadamente 44,5% da
contagem média de mesdfilos (39.775.347 UFC/mL) o que
significa evidente problema de higienizagdo. No trabalho de
Teixeira etal. (2007) com soro de leite, a contagem de psicrotréficos
apresentou em 32,9% das amostras um valor entre 2,6 x 10 e
3,4 x 10 NMP/mL padréo inferior ao do discutido no trabalho (1,0
x 10% a 4,2 x 108NMP/mL). Em consequéncia, a elaboracéo de
produtos derivados de soro
podera ser comprometida.

Poucos séo os trabalhos que
avaliaram a microbiota do
Y ‘E soro (Teixeira et al., 2’097.
Em contrapartida, varios
relatam contaminagado de
deteriorantes e patogénicos

© Sem INSpe¢ao A em variados tipos de queijos
o Sem informagéo (Campos et al., 2006; Zaffari
o _— m\ et al., 2007; Shneider,
) 2009; Santos e Hoffmann,
o - = 2010). Quanto a qualidade
ﬁ* [ N~ Q;D microbioldgica, o soro pode
'Y g. m ser um produto de curto
& Y ) prazo de validade devido
mE - | = , ao elevado valor nutritivo,
o ** 1 as condi¢cdes de umidade e
9 o D"’D ao pH, que sao favoraveis
- ‘ ao crescimento microbiano
e G (Chiappini et al. 1995).

Figura 1: Sistemas de inspegéo (Municipal, Estadual e Federal) nos laticinios do Estado do Rio

de Janeiro, em 2009.

Siso (1996) relatou que 50% da producdo mundial de soro foi
tratada e transformada em varios produtos alimentares, sendo
que deste total quase a metade foi usada diretamente na forma
liquida. O restante do soro tem varios outros destinos como o
descarte sem tratamento prévio nos cursos de rios e cérregos
ou alimentagao animal.
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Vale ressaltar que o leite
que apresenta uma alta
carga microbiana pode
levar aos derivados essa
contaminagdo, como no
soro também. Outro ponto
a ser considerado é a
utilizagéo de bactérias laticas
como culturas primarias e
secundarias na fabricagédo dos diversos queijos, o que implica a
produgdo de um soro ja contaminado. Estes fatores associados
explicam e justificam a necessidade de realizar uma triagem ou
uma verificagdo das condigbes microbioldgicas do soro antes
de utiliza-lo para a elaboragdo de qualquer derivado lacteo,
sob risco de reducdo da segurancga, qualidade e do prazo de
validade do mesmo.



169

Tabela 1: Valores de média, minimo, maximo e desvio padrdo da contagem de mesdfilos e psicrotroficos
e enumeragao dos coliformes do soro de queijo produzido no Estado do Rio de Janeiro

LATICINIOS Mesofilos Psicrotréficos Coliformes 30°/35°C Coliforme 45°C Escherichia coli
1 8,38 6,61 * 0 0
2 8,23 6,04 * 0 0
3 7,26 7,69 * 0 0
4 8,26 7,00 * 0 0
5 5,51 3,48 2,85 0 0
6 6,80 7,32 5,08 0 0
7 7,41 6,28 4,38 2,85 0
8 5,23 8,00 4,18 2,97 2,48
9 5,08 8,11 3,28 0 0
10 6,20 8,62 3,18 2,85 2,48
" 6,08 6,53 2,85 0 0
12 5,45 7,95 4,32 2,79 2,48
13 6,88 4,74 * 0 0
14 7,00 5,26 * 0 0
15 5,34 5,26 3,85 0 0
16 8,26 4,70 * 6,04 4,30
17 6,23 5,30 3,36 0 0
18 8,88 4,80 3,18 0 0
19 5,28 4,08 2,60 0 0
20 6,40 3,70 3,18 2,95 0
21 5,63 4,88 4,38 2,85 0
22 4,00 4,83 2,95 0 0
23 5,15 4,48 3,97 0 0
24 4,30 3,48 2,60 0 0
25 5,60 5,18 3,97 2,60 0
26 4,83 4,36 4,38 0 0
27 5,72 5,12 2,60 0 0
28 5,83 5,93 5,04 2,48 2,48
29 5,51 5,08 2,85 0 0
30 5,18 4,68 2,85 0 0
31 6,46 4,43 4,66 0 0
32 7,26 5,71 4,04 4,66 3,32
33 8,40 7,28 * 0 0
34 5,95 7,45 * 0 0
35 6,11 4,36 * 4,04 3,32
36 5,95 4,60 * 4,04 3,45
37 6,20 5,26 * 0 0
38 5,93 6,11 * 3,97 3,18
39 5,86 5,45 * 3,97 3,97
40 7,20 4,00 * 4,18 3,32
a4 4,30 3,08 3,63 0 0
42 7,41 3,30 * 0 0
43 7,26 6,38 * 3,18 2,60
44 * 6,40 * 0 0
45 4,00 4,04 2,95 0 0
46 6,62 4,40 * 2,60 2,60
47 4,54 3,00 3,30 2,95 2,95
48 6,92 4,89 * 3,63 3,63
49 4,48 3,00 3,04 0 0
50 5,45 3,60 2,85 0 0

Média 6,16 5,32 4,54 1,31 0,93
Valor Minimo 4,00 3,00 2,60 0,00 0,00
Valor Maximo 8,88 8,62 6,04 6,04 4,30
Desvio-padrao 1,22 1,47 1,36 1,78 1,47

* Numeros absolutos de UFC/mL superiores a 11.000 ** Incontavel
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Na pesquisa de Santos e Hoffmann (2010) para a determinacéo
de coliformes 30°/35°C, observou-se valor médio de 6,3 x 10?
NMP/mL, coliformes 45°C de 2,7 x 10' NMP/mL e a presenga
de Escherichia coli em 33,3 % das amostras. No estudo em
questao, a pesquisa de coliformes 35°C e a 45°C apresentaram
valores superiores e semelhanga com a pesquisa de E. coli com
30% de presencga.

No estudo de Teixeira et al. (2007) 58,4% das amostras
apresentaram valor de 2,4 x 10" para coliformes a 30°/35°C e 1,1
x 10" para coliformes a 45°C no soro de queijo Minas Frescal,
médias inferiores ao avaliado no trabalho.

No trabalho conduzido por Campos e colaboradores (2006),
um elevado percentual de amostras de queijo Minas Frescal
apresentou E. coli, gerando preocupacéao, em virtude do risco
potencial de causar enfermidades.

Na avaliagdo microbioldgica (coliformes, Listeria spp. e Brucella
spp.) de 80 queijos artesanais, o trabalho realizado por Zaffari
e colaboradores (2007), apresentou como resultado todas as
amostras positivas para coliformes totais, 84% das amostras
com presenga de coliformes fecais acima do permitido por lei
que revela que o consumo destes queijos constitui perigo de
infecgé@o a populagao em geral.

Em pesquisa com queijos Serrano, na deteccao e enumeracéo
de coliformes a 45°C trés queijos foram considerados improprios
para o consumo humano. A contagem de coliformes ficou acima
do permitido por lei (Shneider, 2009).

As amostras de soro apresentaram negatividade na presenca
de bacteriéfagos, o que é um fato positivo para as industrias
produtoras. Esse resultado negativo possivelmente se deve
a cultura lactea utilizada nas analises, sendo as mesmas
resistentes a fagos.

Na pesquisa de Cabrera et al. (2000), 10 (dez) amostras de soro
de queijo fresco provenientes de plantas locais de fabricacéo
de queijos da Venezuela foram submetidas a detecgéo de
bacteriéfagos; destas amostras, 4 (quatro) foram positivas para
fagos. Também foram avaliados os efeitos dos bacteriéfagos
nas atividades fermentativas de culturas de Enterecoccus
faecalis e de Lactobacillus casei. Segundo os autores, a
atividade fermentativa dessas cepas de bactérias acido-laticas
foi afetada pela presenga dos bacterioéfagos, sendo o L. casei
mais susceptivel do que o E. faecalis.

Em um estudo realizado por Szczepanska et al. (2007), em
33 amostras de soro oriundas de laticinios da Polénia foram
avaliadas quanto a presenga de fagos especificos para
Lactococcus lactis. De acordo com os autores, todas as amostras
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estavam contaminadas com fagos, constituindo-se um sério
problema tecnolégico nos laticinios poloneses.

Lima et al. (2009) pesquisaram bacteriéfagos especificos para
Escherichia coliem 12 amostras de leite, soro e queijo de coalho
de unidades de processamento de queijo de coalho do Ceara.
Detectaram a presenca de fagos em apenas duas amostras de
soro oriundas de processamento artesanal, o que possivelmente
pode estar relacionado com a higienizacdo e manipulagéo
durante a produgéo.

Em relacdo a presenca de residuos de antimicrobianos,
foi detectada positividade em 17 amostras de soro (34%);
negatividade em 15 amostras (30%) e as 18 amostras (36%)
restantes apresentou-se no limite maximo permitido de residuos
de antibidticos.

A presencga de residuos de antibidtico € um indicativo do
uso indiscriminado de drogas no tratamento animal ou do
ndo cumprimento do prazo de caréncia dos medicamentos,
impossibilitando o uso deste soro pela industria e podendo
ainda causar danos aos consumidores (Cortez e Cortez 2008).

No trabalho descrito por Campos et al. (2006) em queijos
Minas Frescal, foram isoladas 25 cepas de E. coli. Observou-se
resisténcia (4,0%) a ampicilina, ao sulfametoxazol- trimetoprim
e a tetraciclina e susceptibilidade aos cefalotina, gentamicina,
ciprofloxacina. No estudo de Franco et al. (2010) cepas de
Escherichia coli patogénicas apresentaram resisténcia a
sete antibidticos usados rotineiramente no tratamento das
enfermidades transmitidas por alimentos e foram sensiveis
apenas a gentamicina e a tobramicina.

Sabe-se que a administragdo de quantidades subterapéuticas
de antimicrobianos ocasiona um aumento na frequéncia de
bactérias resistentes, tanto no homem quanto nos animais.
Trabalhos relatam a resisténcia de bactérias patogénicas frente
aos antibidticos. O S. aureus mostrou resisténcia a penicilina,
ampicilina e tetraciclina em estudos conduzidos por Brito et al.
(2001) e Rapini et al. (2004).

Conclusoes

O controle da qualidade do soro nas industrias garante um produto
inécuo a saude do consumidor. A contagem bacteriana apresentou
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