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RESUMO

Atualmente, muitos laticinios vém utilizando o processo de acidificagao
direta, com &cido latico, substituindo o fermento latico, na elaboracéo do queijo
Minas Frescal, para melhorar a textura e sabor e aumentar o rendimento.
Entretanto, o emprego exclusivo do processo de acidificagdo direta pode
proporcionar queijos mais susceptiveis a proliferagdo de microrganismos
contaminantes, incluindo Listeria monocytogenes, reconhecido como um perigoso
patégeno associado a doengas de origem alimentar e, particularmente,
envolvendo queijos com caracteristicas semelhantes ao tipo Minas Frescal. Assim,
o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da utilizacao da
acidificacdo direta no comportamento de L. monocytogenes artificialmente
inoculada em comparagcdo ao método convencional, com fermento latico na
elaboracéo do queijo Minas Frescal durante armazenamento refrigerado a 5°C e
10°C, por 25 dias. Os queijos foram Inoculados artificialmente com
L. monocytogenes (10° UFC/g). Foi utilizado o agar Oxford Modificado (MOX) para
a contagem de L. monocytogenes e o agar de Man, Rogosa e Sharp para a
contagem de bactérias laticas em queijos depois de 1, 6, 12, 18 e 25 dias de
armazenamento. Os resultados das contagens de L. monocytogenes para os
primeiros dias de monitoramento apresentaram valores em torno de 10%*-10°
UFC/g. O queijo produzido pelo processo convencional apresentou contagens de
L. monocytogenes praticamente inalteradas durante todo periodo de
armazenamento, sugerindo uma agao inibitéria ao crescimento do patégeno no
produto. Para o queijo elaborado por acidificacao direta, os resultados das
contagens de L. monocytogenes para armazenamento a 5°C e 10°C apos os 25
dias de monitoramento foram semelhantes, observando-se um aumento
expressivo da ordem de 2-3 ciclos logaritimicos, mas com velocidade de
crescimento maior para os queijos armazenados a 10°C. Os resultados sugerem
que a mudanga na tecnologia de fabricacgdo do queijo Minas Frescal, embora
parega ser uma boa solugdo para a melhoria das caracteristicas sensoriais, nao é
tao adequada do ponto de vista de seguranca alimentar, necessitando novos

estudos que aliem os beneficios estruturais e sensoriais aos microbiologicos.
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SUMMARY

Currently, many cheese factories have been substituting the bacteria starter
for lactic acid to improve the yield and texture of the finished products. However,
the use of the direct acidification process can produce cheese products more
susceptible to spoilage by contaminating microorganisms, including Listeria
monoytogenes, recognized as a potentially dangerous food-borne pathogen. Since
1985, some cases of listeriosis involving cheese contamination and the recognition
of the hazard caused by this microorganism has led to a tightening of hygiene
control in cheese factories. Because this, the objective of this work was to evaluate
the behaviour of L. monocytogenes Scott A in Minas Frescal cheese manufactered
by the traditional procedure with the addition of mesophilic starter as compared to
the direct acidification with lactic acid at 5°C and 10°C during 25 days. The
cheeses were artificially inoculated with L. monocytogenes culture 10° cfu/ml.
Modified Oxford agar (MOX) was used for L. monocytogenes counts and de Man,
Rogosa, Sharpe agar (M.R.S.) was used for mesophilic starter counts in the
cheeses after 1, 6, 12, 18, and 25 days of incubation. The initial counts of
L. monocytogenes obtained for the finished cheeses artificially inoculated were
about 10* — 10° cfu/g. Using the traditional method, with mesophilic starter, the
counts in cheese samples along the storage remained almost unchanged,
whereas, the direct acidified cheeses with lactic acid presented an increase in the
counts up to 10° cfu/g, that represents 2-3 log cycles. The profiles of the counts of
lactic bacteria, during the storage of cheeses, associated with those of
L. monocytogenes show a strong negative influence of the competitive starter
culture over L. monocytogenes survivor. This fact allow us to believe that the
addition of starter culture is an efficient way to control L. monocytogenes growth in
these products. Despite the improvement of sensorial (flavour, texture and color)
characteristics of cheeses obtained by direct acidification with lactic acid, it would
be suggested that this technological procedure would not be recommended from a
sanitary viewpoint. New studies would be necessary allying sensorial benefits with
the microbiological ones.
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Introdugéo

1. INTRODUGAO:

O queijo Minas Frescal € um produto de grande aceitacdo no mercado, de
elaborac&o simples e alto rendimento de fabricacdo, sendo fabricado em larga

escala pela industria de laticinios.

Devido ao seu alto teor de umidade, € um produto bastante perecivel,
sendo susceptivel aos fendmenos bioquimicos e microbiolégicos que afetam as
suas caracteristicas de qualidade, rendimento e durabilidade, e que apresenta
uma vida de prateleira curta, mesmo sob condicées adequadas de refrigeracdo
(Furtado et al, 1980a). Devido a estes fatores, algumas modificagbes no
processamento do queijo Minas Frescal foram estudadas e implantadas com o
intuito de aumentar a vida de prateleira, como a substituicdo da adicao de cultura
latica pelo acido latico industrial, sendo esta operagdo conhecida como
acidificacdo direta. Um estudo detalhado sobre o tema foi realizado por
Wolfschoon-Pombo et al. (1978). Os resultados obtidos demonstraram as
desvantagens do uso de fermento em decorréncia do maior grau de acidificagédo e
protedlise provocada pelas bactérias laticas que o constituem. Além de um
produto com menores alteragdes durante a vida de prateleira, o uso de acido latico
proporcionou a diminui¢do da acidez e aumento do rendimento de fabricacdo e
dos valores de pH. Outros estudos foram realizados objetivando o aumento do
rendimento, diminuigdo do custo de fabricacdo e melhorias de parametros de
qualidade, através do acompanhamento das alteragbes fisico-quimicas e
organolépticas (Furtado et al, 1980b; Wolfschoon-Pombo et al, 1984;
Boghossian, 1995; Saboya, 1997). No entanto, a supressdo do uso de culturas
laticas, pode levar a uma maior tendéncia a proliferagdo de bactérias patogénicas
e deteriorantes. Relatos de alguns estudos realizados visando o controle
microbiolégico desses produtos indicam tal hipétese (Dornellas, 1997; Lourengo-
Neto, 1998; Campos, 2000), porém em nenhum destes trabalhos a avaliacdo das
bactérias patogénicas era o foco principal das pesquisas.

Os queijos, devido a sua composi¢do, constituem-se em excelentes

substratos para microrganismos, inclusive para Listeria monocytogenes, bactéria
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que se encontra amplamente disseminada na natureza, que possui capacidade de
multiplicacdo em temperaturas de refrigeracéo e de sobrevivéncia durante longos

periodos sob condi¢cGes adversas.

Os produtos lacteos ja foram incriminados em varios surtos nas ultimas
décadas, envolvendo produtos como leite pasteurizado, queijo macio tipo
Mexicano e queijo mole tipo “Vacherin Mont d'Or”. Outros alimentos como saladas,
camaréo, paté, salame, marisco (Farber & Peterkin, 1991) e alimento a base de
lingua de porco cozido ( Dever et al., 1993) ja foram associados a surtos de

listeriose.

Segundo dados do “Center for Disease Control and Prevention” (Center for
Disease Control and Prevention, 2001), ha aproximadamente 2500 casos/ano de
listeriose nos Estados Unidos, com estimativa de 500 casos fatais (a cada ano).
Em 2000, um surto devido ao consumo de carne de peru contaminada resultou em
29 casos, dentre os quais 4 mortes e 3 abortos em 10 estados dos Estados
Unidos. No Brasil, embora a Resolu¢do-RDC 12, de 02 de janeiro de 2001,
determine a auséncia de Listeria monocytogenes para queijos, varias pesquisas
(Destro et al, 1991; Silva et al., 1998, Vieira, 2000) tém demonstrado a presenca

deste microrganismo em diversos produtos comerciais.

A relevancia dos fatos apresentados acima, aliados ao aumento de
producdo de queijo Minas Frescal e, a falta de estudos sobre o assunto,
despertaram o interesse da pesquisa sobre o comportamento dos microrganismos
patogénicos e em particular de Listeria monocytogenes, em queijos fabricados
com o acido latico, método este utilizado em boa parte dos laticinios nos ultimos
anos. Assim, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o
comportamento de Listeria monocytogenes inoculada artificialmente em queijos
produzidos por acidificagdo direta, com o emprego de acido latico industrial em
comparagdo ao chamado método convencional ou tradicional, com o uso de
bactéria laticas, durante armazenamento refrigerado a 5°C e a temperatura de

abuso de 10°C por 25 dias.
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2. REVISAO DE LITERATURA:
2.1. Queijo Minas Frescal

O queijo € um alimento de alto valor nutritivo, de sabor agradavel, existente

em grande numero de variedades e produzido em larga escala mundial.

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Produtos
Lacteos (Brasil, 1996) “Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se
obtém por separacao parcial do soro de leite ou leite reconstituido (integral, parcial
ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acao fisica do
coalho, de enzimas especificas, de baciérias especificas, de acidos organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
a agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias efou condimentos,

aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e corantes”.

A producao de queijos representa uma das mais importantes atividades da
industria de laticinios. No Brasil, os tipos de queijo de maior consumo s&o ©O
Mussarela, o Prato e o Minas Frescal, cuja produgdo ocorre principalmente, em
industrias de pequeno e médio porte nas regides Sul e Sudeste. A intensa
producdo deve-se, em parte, ao maior rendimento obtido na elaboragdo desses
gueijos e ao seu processamento simples que requer um breve periodo de
maturacao ( ou nenhuma maturagéo, no caso do Minas Frescal), o que possibilita
um retorno rapido de investimento e conseguentemente custos menores ao

consumidor (Oliveira et al., 1998).

Analisando-se o mercado de produtos lacteos no Brasil, observa-se que o
queijo Minas Frescal ocupa papel de grande destague, sendo largamente
difundido, de grande popularidade e consumido praticamente em todo o pais
(Isepon & Oliveira, 1995).

Embora muito semelhante ao “Queso Blanco”, fabricado em outros paises
da América Latina, o queijo Minas Frescal pode ser considerado o Unico queijo
genuinamente nacional, tendo sua origem no Estado de Minas Gerais (Van
Dender & Schneider, 1988).
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Segundo Furtado (1990), a produgdo do queijo Minas Frescal sofreu uma
reversao de tendéncias a partir de 1980, quando entdo o Minas Padrao (queijo tipo
“‘Minas” prensado e maturado por aproximadamente 20 dias) era fabricado em
quantidade duas vezes superior ao Minas Frescal. Essa tendéncia pode ser
explicada pela preferéncia das empresas em produzir o Minas Frescal, que & um
queijo de maior rendimento (6,0 — 6,5 litros de leite / kg em média) e que nao
requer maiores investimentos em estocagem e conservag¢ao, necessitando de
menor capital de giro e permitindo a colocag@o do queijo, no mercado a pregos

mais acessiveis a uma maior faixa da populagao.

O processo basico de fabricagcdo do queijo Minas Frescal pode ser descrito
pelas seguintes etapas: pasteurizacdo do leite, coagulagdo, corte da massa,
dessoragem, enformagem, salga, embalagem e refrigeracdo (Sghedoni et al.,
1979).

A producdo de Minas Frescal em 1991 era de 17.950 toneladas e em 1998
esse numero alcangou a marca de 26.400 toneladas (Leite Brasil, 2001). Esses
dados referem-se a estabelecimentos sob inspegdo federal, mas imagina-se que
no mercado informal e clandestino, a producédo de queijo Minas Frescal seja muito

superior as relatadas.

Vérias diferencas nos processos de elaboracdo de queijo Minas Frescal
podem ser encontradas, como por exemplo a adi¢do de acido latico industrial ou o
emprego tradicional de fermento, variagbes na temperatura de coagulacdo e até
mesmo a utilizagdo de prensagem. Assim, o Minas Frescal tornou-se um queijo
bastante irregular em termos de padrdo de consisténcia, textura, sabor,
durabilidade e rendimento, chegando inclusive a ser fabricado pelo processo de
ultrafiltragdo. Além dessas possibilidades de modificagbes, existem algumas
outras nao mencionadas na literatura, porém usadas em pesquisas, bem como na
pratica em laticinios de pequeno e médio porte. Dentre elas destacam-se o uso de
aquecimento do leite para aumentar o rendimento, o uso de salga na massa (em
forma de salmoura), a substituicdo parcial do fermento por acido latico, o uso de

fermentos laticos termofilicos, etc (Van Dender & Moreno, 1992).
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O queijo Minas Frescal comumente apresenta coloracdo interna
esbranquicada, consisténcia mole, textura fechada, com algumas olhaduras
iregulares e sabor variando de levemente acido a suave. O peso varia de 0,3-5kg,
sendo comercializado geralmente em formas de menor peso. A composicao media
esperada do queijo Minas Frescal € de 55-58% de umidade, 17-19% de gordura,
1,4-1,6% de sal e pH de 5,0-53 (Furtado & Lourengco Neto,1994; citado por
Saboya, 1998; Brasil, 1997b). No caso de queijos fabricados com acido latico em
substituicdo ao fermento, o pH se situa na faixa de 6,1-6,3 e a umidade pode
variar de 60-63% (Wolfschoon-Pombo et al, 1978; Furtado, 1980Db).

Geralmente o queijo Minas Frescal € comercializado em embalagens
plasticas comuns, amarradas ou fechadas com fechos metalicos, poréem sem o
emprego de vacuo. No interior destas embalagens forma-se geralmente um
depésito de soro exsudado dos queijos, que ocorre principalmente devido ao alto
teor de umidade presente, e que, além de depreciar o produto, pode favorecer o
desenvolvimento de microrganismos contaminantes, propiciando frequentemente
0 aparecimento de sabores e odores desagradaveis. Por estas razdes, o queijo
Minas Frescal apresenta vida de prateleira muita curta, em torno de 10 dias,
mesmo sob condigoes de refrigeragdo, ou seja, sob temperaturas de 0-5°C
(Oliveira, 1986).

No processamento deste tipo de queijo ha varias etapas de fabricagdo
consideradas como pontos criticos de contaminacdo que podem conduzir a
alteragcGes no produto final. Estas alteragdes influenciam a umidade final, o sabor
do queijo, o rendimento e a durabilidade, afetando diretamente as caracteristicas
sensoriais e, consequentemente, a aceitabilidade pelo consumidor (Furtado &
Lourengo Neto,1994; citado por Saboya, 1998).

2.2. Queijo Minas Frescal e Saide Publica

O queijo Minas Frescal vem assumindo consideravel importancia no
aspecto de Saude Publica, pois tem sido considerado um problema emergente da

Vigilancia Sanitaria, exigindo maior atengdo por parte dos o6rgdos oficiais,
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principalmente no que concerne ao controle higiénico-sanitario do produto (Pinto
et al., 1996).

Segundo Escartin et al. (1983), a qualidade comercial e sanitaria de queijos
frescos baseia-se em trés fatores: o conteddo microbiano da matéria-prima (quase
sempre muito rica em quantidade e qualidade), a técnica e as condigdes
higiénicas de fabricagdo e os niveis de refrigeracdo e higiene na etapa de
comercializagao.

O queijo tipo Minas originou-se de fabricagdo caseira no Estado de Minas
Gerais, com tecnologia artesanal desenvolvida principalmente na regido da cidade
do Serro e da Serra da Canastra, a partir do leite cru, constituindo uma tradigdo

secular (Pinheiro et al., 1992).

Esta tradigéo de producdo do queijo Minas Frescal utilizando leite cru ainda
ocorre nos dias atuais, apesar de contrariar o que define o artigo 600, 2°
paragrafo, do Regulamento da Inspegado Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal: “s6 é permitida a fabricagédo de queijos frescos e moles a partir do
leite pasteurizado” (Brasil, 1962).

O leite cru constitui importante via de transmissdo de inimeros agentes
etiologicos, como: Mycobacterium sp, Brucella sp, Coxiela burnetti,
Staphylococcus sp, Streptococcus sp e Escherichia coli. A elevada ocorréncia de
casos de mastites no rebanho leiteiro, ao lado das deficiéncias na higiene da
ordenha, s&o as principais causas da produgéo de leite e, consequentemente, da
de queijos frescos com elevados teores de patogenos (Germano & Germano,
1995).

Contribuem também para a ma qualidade desses produtos, os processos
improvisados de fabricagdo, geralmente em instalagdes deficientes e sem higiene,
0 armazenamento, transporte e exposicéo a altas temperaturas, desde a produgio
até a comercializagdo. No comércio varejista, a contaminagdo pode ocorrer por
manipulagao, durante o retalho do produto e embalagem, ou no armazenamento
em depdsitos ou balcées néo refrigerados (Pinto et al., 1996).
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Em relacdo aos residuos quimicos, o grau de contaminagéo de queijos
depende da concentragdo dessas substancias no leite, sejam elas de origem
intrinseca ou extrinseca. Na atualidade, o problema principal é representado pelos
antibiéticos, administrados aos animais portadores de infecgbes, sobretudo
aqueles com mastites ou adicionados diretamente no leite como impediente do
crescimento bacteriano. Deve-se destacar que os antibiéticos causam inibicao da
microbiota latica responsavel pelos processos de fermentagcdo normal do queijo,
favorecendo o desenvolvimento de coliformes, leveduras, mofos, parasitas e
microrganismos putrefativos que provocam deterioragdo do produto; como
resultado, verifica-se a ma dessoragem da coalhada e a producdo de gas por
fermentacdo indesejavel. De maior gravidade sdo os efeitos diretos dos
antibioticos sobre a saude dos consumidores, quando ingeridos através dos
alimentos: reacdes alérgicas pela penicilina, lesbes da medula Ossea pelo
cloranfenicol, disturbios 6sseos e dentarios em criangas pela agao das
tetraciclinas, e, ainda, o risco do desenvolvimento de cepas bacterianas

resistentes (Fagundes & Molin, 1988).

A contaminacéo do queijo Minas Frescal por microrganismos patogénicos
pode ocorrer durante o processo de fabricagdo, com o leite pasteurizado sendo
acrescido de fermentos ndo ativos ou na manufatura, transporte e armazenamento
em temperaturas inadequadas e, principalmente, pela manipulagdo (Dias et al.,
1995).

Os alimentos podem servir como veiculos de agentes patogénicos ao
homem, ou como substrato para microrganismos que poderdao elaborar
substancias nocivas que trardo prejuizos quando ingeridas. Portanto, quando
discute-se sobre doengas que podem ser transmitidas por alimentos, observamos

a importancia dos microrganismos neles presentes (Gongalves, 1998).

Bryan (1992) utiliza o termo doencas de origem alimentar e as classifica
como sindromes causadas pela ingestdo de alimentos onde estariam presentes
agentes toxicos ou infecciosos, ou seja, seriam as intoxicagdes ou infeccoes,

respectivamente. O mesmo autor cita que as intoxicagbes seriam causadas pela
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ingestdo de qualquer substancia toxica, seja ela encontrada em tecido animal ou
vegetal, toxinas elaboradas por microrganismos, etc. As infeccbes seriam de
origem bacteriana e esses microrganismos alcancariam o trato intestinal
elaborando enterotoxinas. As infecgbes também seriam causadas por
microrganismos que invadiriam a mucosa intestinal, onde se multiplicariam e

passariam para outros 6rgaos.

Sabioni (1988) identificou a ingestao de queijo Minas Frescal contaminado
com Staphylococcus aureus como causa de surto de intoxicagao alimentar em
quatro pessoas de uma familia, das quais duas tiveram intemacgao hospitalar.
Alem do Staphylococcus aureus, o numero de coliformes fecais excedia 0s

padrées , confirmando o alto nivel de contaminagéo do queijo consumido.

Sabioni et al. (1994) verificou a ocorréncia de um surto de intoxicagao
alimentar por Staphylococcus aureus a partir do consumo de queijo Minas
produzido com leite n&o pasteurizado, fabricado na fazenda e comercializado pelo
proprio fabricante sem qualquer refrigeracao. O surto atingiu 11 pessoas, das
quais trés foram hospitalizadas. A analise do queijo revelou contagem da ordem

de 10®UFC/g, confirmando o Staphylococcus aureus como agente causador.

Dias et al. (1995) analisaram 21 surtos notificados pelo Servico de
Vigilancia Sanitaria de diferentes cidades mineiras (entre 1992 e 1994),
provocados principalmente por queijo Minas Frescal. Das 239 pessoas expostas,
218 (91,3%) apresentaram sintomatologia caracteristica de intoxicagdo
estafilococica e 49 (20,5%) foram hospitalizadas. O principal agente etiolégico
envolvido foi o Staphylococcus aureus, presente em 85,7% das amostras com
contagens entre 10° a 10° UFC/g.

Silva & Castro (1995) analisaram um surto provocado por queijo tipo
“Minas” ocorrido na cidade de Contagem-Minas Gerais, em que 15 pessoas foram
expostas ao produto e apenas uma nao adoeceu, revelando uma taxa de ataque
de 93,3%. A analise do produto revelou a presenca de coliformes fecais (> 1,1x10°
NMP/g), Staphylococcus aureus (10° NMP/g) e a presenca de Salmonella do

grupo D. Diante das pesquisas realizadas e pelo periodo de incubagdo, conclui-se
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que tinha ocorrido infecgdo por Salmonella do grubo D associada a uma

intoxicagao por enterotoxinas estafilococicas.

2.3. Microrganismos Presentes em Queijo Minas Frescal

A contaminagdo de queijos por microrganismos constitui problema de
grande relevancia para as industrias, pois pode acarretar alteragcoes
organolépticas e estruturais no produto, além do risco de doengas transmitidas por

alimentos.

2.3.1. Microrganismos Indicadores/Deteriorantes

Microrganismos indicadores sdo grupos ou espécies de microrganismos
que, quando presentes em um alimento, podem fornecer informagdes sobre a
ocorréncia de contaminagdo de origem fecal em um alimento, sobre a provavel
presenga de patdgenos ou sobre a deterioragdo potencial do alimento, além de
poderem indicar condi¢bes sanitarias inadequadas durante o processamento,
producgao ou armazenamento (Landgraf, 1996).

As bactérias do grupo coliformes s&o consideradas como 0S principais
agentes contaminantes associados a deterioragdo de queijos, causando
estufamento precoce dos produtos (Oliveira et al., 1998). Deve-se destacar que, a
presenca desses microrganismos, principalmente os de origem fecal, indica as
condicbes de higiene em que o0s queijos sdo processados, ja que estes
microrganismos, comumente encontrados em leite cru, sao destruidos pelo calor

da pasteurizacao (Luck, 1987).

Silva (1980), examinando a qualidade microbiologica de 60 amostras de
gueijo Minas Frescal no Rio de Janeiro — RJ, constatou que 78,33% dos queijos

apresentaram contagens de Escherichia coli superior a 10%g (NMP).

Carvalho ef al. (1981) em Lavras — MG, constataram que das 144 amostras
de queijo Minas Frescal analisadas, 63,9% apresentaram coliformes fecais com
populagdes acima de 10%g (NMP).
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Nascimento et al. (1995) analisaram 51 amostras de queijos tipo Minas
Frescal e obtiveram 46 amostras (90,2%) fora dos padrées para coliformes fecais.

Oliveira et al. (1998) analisaram 32 amostras de queijos Minas Frescal e
registraram que os niveis de coliformes totais estavam acima de 10° /g em 15
amostras (46,9%). Para coliformes fecais, foram encontradas 3 amostras (9,4%)
de queijos Minas Frescal com populag@o acima do limite de tolerancia adotado no
Brasil (10%/g), segundo a Portaria n° 01/87 do Ministério da Saude, tomada como

especificacao legal pelos autores.

Dias et al. (1995), analisando dados sobre surtos ocorridos em Minas
Gerais, entre 1992 e 1994 observaram que 61,9 % das amostras apresentaram

coliformes de origem fecal com valores entre 10°e 10° NMP/g.

Pereira et al. (1999), em Belo Horizonte — MG, analisaram 20 amostras de
queijo Minas Frescal com e sem registros do Servigo de Inspecdo Federal (SIF)
guanto a contagem de coliformes fecais. Segundo os autores, 80% das amostras
apresentaram elevada contagem de coliformes fecais, superibr ao valor permitido

pela legislagdo ( Portaria n® 01/87 do Ministério da Saude).

Outros microrganismos comuns em deterioragcdo de queijos sao 0s
microrganismos esporulados anaerdbios do género Clostridium, que provocam O
estufamento tardio. O estufamento tardio pode ser causado por Clostridium
butyricum, Clostridium sporogenes e, sobretudo, pelo Clostridium tyrobutyricum,
que aparece geralmente apos duas semanas de fabricagdo, devido a degradacao
do lactato e a producédo de CO, , H, ,acidos butirico e acético, os quais se
expandem no interior do queijo provocando o abaulamento do produto, o
aparecimento de trincas e alteragbes do sabor (Moraes & Hajdenwurcel, 1982,
citado por Pinto, 1996).

2.3.2. Microrganismos Patogénicos

Sé&o os microrganismos que, presentes em alimentos, podem ser

responsaveis por ‘doengas microbianas de origem alimentar’ ou “toxinfeccdes
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alimentares” (Franco & Landgraft, 1996). Vérios estudos realizados em queijos
Minas Frescal tém permitido o isolamento de inimeros patégenos de importancia
em Salude Publica, destacando-se o Staphylococcus aureus, Salmonella sp,
diversos sorogrupos de Escherichia coli e Listeria monocytogenes, entre outros.

Silva (1980) examinando a qualidade microbiolégica de 60 amostras de
queijos Minas Frescal na cidades do Rio de Janeiro, constatou que 38,33%
dessas amostras apresentavam contaminagdo por Staphylococcus aureus
superior a 10° UFC/g.

Em Belo Horizonte-MG, Mandil et al. (1982) analisaram 99 amostras de
queijo tipo “Minas” quanto a presenca de Staphylococcus aureus € observaram
que 65 das amostras (65,7%)estavam contaminadas, em niveis variando de 10'a
>10°/g.

Carvalho et al. (1981), apds analisarem 144 amostras de queijo Minas
Frescal, revelaram que 20,3% das amostras estavam contaminadas com

Staphylococcus aureus numa faixa de 5,0 x 10°a 1,0 x 107 UFC/g.

Furlanetto et al. (1983), citado por Nascimento (1995), pesquisaram a
qualidade microbiologica de 30 amostras de queijo Minas Frescal provenientes de
supermercados da cidade de Sdo Paulo quanto a presenca de Staphylococcus
aureus. Os resultados indicaram que 36,7% das amostras estavam contaminadas

com o microrganismo em niveis de 1,5 x 10%°a 1,2 x 10° UFC/g.

Nascimento et al. (1995), analisando 51 amostras de queijo Minas Frescal
quanto a contagem de Staphylococcus aureus, observaram que 46 amostras ou
90,2% apresentavam-se fora dos padrbes vigentes e que 62,75% dessas

amostras apresentavam contagens entre 10° e 10’ UFC/g.

Oliveira (1993), investigando a presenca de bactérias do género Listeria em
leite e derivados, observou a presenca em 6% das amostras de queijo Minas
Frescal.

11
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Cerqueira et al., (1995) analisando 30 amostras‘ de queijo Minas Frescal
fabricados e comercializados em Belo Horizonte quanto a presenca de Lisferia sp,

obtiveram como resultado 3 amostras positivas para esse microrganismo.

Em trabalho coordenado por Almeida Filho & Nader Filho (2000), 80
amostras de queijo tipo Minas Frescal produzido artesanalmente e comercializado
na cidade de Pogos de Caldas-MG, foram investigadas quanto a presencga e
quantidade de Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos evidenciaram a
presenca desse microrganismo em 40 (50%) amostras, cujas contagens revelaram
valores médios de 10°g. Segundo os autores, os resultados sdo extremamente
preocupantes, pois além de se situarem acima do limite maximo de 10%g,
estabelecido pelo Ministério da Saude, os valores mostraram-se muito proximos
dos requeridos para a produgdo de enterotoxinas em quantidades suficientes para

a ocorréncia de surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica.

Entre janeiro e junho de 2000, foram analisados quanto a qualidade
microbiolégica, 70 amostras de queijo Minas Frescal de diversas marcas
comerciais provenientes de 15 municipios do estado de Goids. Quarenta e trés
amostras (61,43%) foram consideradas fora dos padrées legais vigentes. Dentre
essas, 26 (37,14%) foram classificadas como “produto impréprio para o consumo”
e 5 (7,14%) como “produto em condicbes higiénico-sanitarias insatisfatorias”

devido as contagens de Staphylococcus coagulase positiva (Vieira ef al., 2001).

2.3.2.1. Listeria monocytogenes

Apesar de constar na 9 edicdo do “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’, que o género Listeria € constituido por oito espécies:
L.monocytogenes, L. ivanovii, L.innocua, L. denitrificans, L.seeligeri, L. welshimeri,
L. grayi e L. murrayi (Holt et al, 1994), o mesmo tem sofrido constantes
alteragbes taxondmicas. A espécie L. denitrificans foi reclassificada como Jonesia
denitrificans e, recentemente, as espécies L. grayi e L. murrayi foram agrupadas

em uma unica espécie, Listeria grayi. A espécie L. ivanovii, por sua vez, foi

12
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subdividida em duas espécies. L. ivanovii subsp. ivanovii e L. ivanovii subsp.

londoniensis.

As espécies de Listeria sdo caracterizadas como bastonetes curtos, com
dimensodes de 0,4 a 0,5 um de diametro por 0,5 a 2,0 um de comprimento, com
extremidades arredondadas, podendo ocorrer isoladas, em cadeias curtas. Sao
microrganismos aerobios ou anaerdbios facultativos, Gram-positivos, moveis
(locomocdo através de flagelos peritriquios, quando cultivados a 20-25°C), n&o

esporulados e n&o capsulados.

Dentre as espécies conhecidas até o momento, apenas a
L. monocytogenes e a L. ivanovii sdo consideradas patogénicas ao homem e aos
animais quando presentes em alimentos. Listeria monocytogenes se destaca por
atingir tanto os homens quanto os animais, sendo considerada um problema de
saude publica, enquanto a Listeria ivanovii € patogénica somente para os animais
(Seeliger & Jones, 1986).

Listeria monocytogenes pode crescer em uma faixa de pH de 5,0 a 9,6, mas
podem ocorrer extrapolagbes desses valores quando outros fatores s&o
envolvidos (Donnelly et al., 1992). E tolerante ao sal pois constatou-se a sua
sobrevivéncia em concentracdes de 10,5% e 13% quando incubada a 37°C por 15
e 10 dias, respectivamente. Em concentracées de 20%-30% de NaCl, o tempo de
sobrevivéncia foi reduzido para cinco dias, mas se a temperatura € reduzida para
4°C, a bactéria pode sobreviver por mais de 100 dias em concentragdes entre
10,5% e 30,5% de NaCl (Lovett & Twedt, 1988).

A atividade de agua 6tima para crescimento de Listeria monocytogenes é
proxima a 0,97, podendo porém, se multiplicar em atividade de agua considerada
baixa para a multiplicacdo de patégenos-0,92. Ha relatos de sobrevivéncia de
Listeria monocytogenes a 4°C por, pelo menos, 132 dias em caldo tripticase soja
contendo NaCl na concentracdo de 25,5%, com atividade de agua de 0,83%
(Ryser & Marth, 1991).

13
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A capacidade de proliferagdo da Listeria monocytogenes a baixas
temperaturas ocasiona sérios problemas as industrias de alimentos, e
particularmente aos laticinios. Pode crescer a temperatura de refrigeracao (Doyle,
1988), com proliferacdo entre —0,4 a 50°C (Farber & Peterkin, 1991) sendo

crescimento 6timo da L. monocytogenes entre 30-37°C (Seelinger & Jones, 1986).

Listeria monocytogenes € um microrganismo amplamente difundido na
natureza e pode ser isolado de diversas fontes como vegetacao, solo, silagem,
esgoto, lodo, leite de animais sadios e com mastites, fezes de humanos e agua
(Farber et al., 1987, Comi et al., 1987). Outras fontes de transmissdo do
microrganismo ao homem sao produtos de laticinios, carnes e frutos do mar
(Ryser & Marth, 1991).

PTanta Silagem Leite —® Produtos de Laticinios
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Figura 1. Rotas de transmissao de Listeria monocytogenes ao homem.
Fonte: Ryser & Marth (1991)
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Ha tempos que Listeria monocytogenes € conhecida como um patdégeno
humano, mas s6 recentemente foi reconhecida como um patdgeno veiculado por
alimentos (Farber et al., 1987). Segundo Rocourt & Cossart (1997), foi durante a
década passada que a listeriose emergiu como uma das principais doengas de
origem alimentar, em decorréncia de varios fatores: a) progresso da medicina e
consequente transicdo demografica, determinante do aumento da populagao
imunocomprometida e idosa, b) mudangas na produgdo primaria de alimentos, tais
como a produga@o de matéria-prima em grande escala, modificagdes na tecnologia
de processamento de alimentos, expansdo da industria agroalimentar e
desenvolvimento de sistemas de armazenamento refrigerado, ¢) mudangas nos
habitos alimentares, com aumento da demanda por alimentos refrigerados ou
congelados prontos para o consumo, e mudancas nas praticas de manipulacao e

preparo de alimentos.

Trata-se de um microrganismo oportunista que afeta preferencialmente
individuos com sistema imunolégico comprometido, mulheres gravidas, recém-
nascidos, criangas com menos de 1 ano, idosos e pacientes vitimas de cancer. =
um patogeno invasivo que coloniza inicialmente a mucosa do trato intestinal e a
partir dai a célula bacteriana é fagocitada por macréfagos. Apos a lise da
membrana fagocitica, a bactéria é liberada no citoplasma da célula do hospedeiro,
onde se multiplica rapidamente. Ocorre também a polimerizacao de filamentos de
actina da célula do hospedeiro, formando longas caudas em uma das
extremidades da célula bacteriana. Esses filamentos causam o deslocamento da
bactéria no citoplasma, invadindo as células adjacentes, dando inicio a um novo
ciclo de infecgdo (Silva & Tibana, 1995; Franco & Landgraf, 1996).

Seeliger & Finger (1976) identificaram nove diferentes manifestagdes de
listeriose: 1) listeriose durante a gestacdo; 2) listeriose em recém-nascidos
(granulomatose infantiséptica); 3) meningite, meningoencefalite e encefalite; 4)
forma cutanea; 5) septicemia com faringite e mononucleose; 6) forma
oculoglandular, 7) forma cervicoglandular, 8) granulomatose séptica e forma

tifdide; 9) outras formas. Os primeiros sintomas de listeriose sdo meningite, aborto
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e septicemia em recém nascidos. Sem intervengdo médica adequada, a principal

causa mortis € a meningite (Silliker, 1986).

A dose infectante capaz de causar listeriose em pessoas sadias ou que
fazem parte do grupo de risco ainda é desconhecida. Essa dose depende de
varios fatores, incluindo a susceptibilidade do individuo e viruléncia da cepa.
Entretanto, baseado em dados provenientes da andlise de alimentos envolvidos
em surtos e casos de listeriose, uma dose superior a 100 UFC/g geralmente &
aceita como capaz de provocar a doenga, ndo excluindo a possibilidade de que
doses inferiores também possam ser infectantes (Farber & Perkin, 1991; ICMSF,
1996; Rocourt & Cossant, 1997).

A partir dos anos 80, surtos de listeriose vém sendo relatados com maior

freqUéncia, sendo varios deles relacionados a leite e produtos lacteos.

Em 1983, um surto de listeriose ocorrido em Massachusetts - EUA foi
associado a leite pasteurizado. Quarenta e nove pessoas foram envolvidas, com

taxa de 29% de mortalidade (Fleming ef a/.,1985).

Na primavera de 1985, queijo macio tipo Mexicano produzido por uma
empresa da Califérnia - EUA foi responsavel por 181 casos envolvendo maes e
recém-nascidos (ocasionando 65 mortes) e mais 133 casos em outras pessoas da
populacdo com uma taxa total de mortalidade de 33,4% (Center for Disease
Control and Prevention, 1985).

Entre 1983 a 1987, outro surto envolvendo queijo mole Vacherin Mont d'Or

foi relatado na Suigca com 122 pessoas acometidas por listeriose (Bille, 1990).

Apesar de varios relatos envolvendo Listeria monocytogenes em queijos,

ainda ha poucos estudos quanto a incidéncia deste microrganismo no Brasil.

Destro et al. (1991), analisaram 20 amostras de queijo Minas Frescal (entre
outros produtos) e encontraram positividade para Listeria monocytogenes em 02
(10%) das amostras.

Casarotti et al. (1994), analisaram 20 amostras de queijo Minas Frescal

comercializados em Piracicaba — SP e ndo detectaram a presenca de Listeria
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monocytogenes. Porém o método utilizado pelos autores para detecgdo foi o
sugerido pelo “Food and Drug Administration” (FDA) , que parece n&o ser o
método mais recomendavel para produtos em que a bactéria encontra-se em

baixo numero ou na forma injuriada.

Silva et al. (1988) analisaram 103 amostras de diferentes tipos de queijos
comercializados na cidade do Rio de Janeiro, Brasil, e registraram um total de 11
amostras positivas para Listeria monocytogenes (10,68%), sendo 07 amostras de
Minas Frescal produzido artesanalmente, 01 amostra de Minas Frescal e Ricota
produzidos industrialmente e 03 amostras de queijos maturados (Gorgonzola, Brie
e Roquefort).

Vieira (2000) analisou 20 amostras de queijo Minas Frescal adquiridas de
diversos pontos comerciais na cidade de Campinas —-SP, sendo 10 delas
provenientes de feira-livre e 10 de supermercado. Dessas amostras 5 (25%)
estavam contaminadas com Listeria monocytogenes, 8 (40%) com Listeria
innocua, 4 (20%) com Listeria welshimeri e 1 (5%) com Listeria seeligeri.

2.4. Alternativas Tecnoldgicas para a Fabricagao do Queijo Minas Frescal

Alguns estudos tém sido realizados com o intuito de promover melhorias na
tecnologia tradicional de fabricacdo do queijo tipo Minas Frescal, como o aumento

da vida de prateleira, rendimento e uma maior padronizagao do produto.

Entre os fatores que determinam diferengas entre as variedades de queijos,
incluem-se 0os microrganismos existentes no leite ou inoculados. Eles contribuem
para as transformagdes que ocorrem nos componentes do leite, necessarias para
se obter uma massa com as caracteristicas de consisténcia, textura, sabor e

aroma adequados (Bonassi, 1979).

Segundo Vieira (1981), as bactérias laticas sdo de grande importancia nas
industrias de laticinios, pelas seguintes razées:
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e A formagao do acido latico (através da fermentagdo da lactose) promove uma
protecdo aos alimentos devido a inibicdo das bactérias que causam a

putrefagdo, sendo o acido latico considerado um agente de conservagao.

e A produc¢ao de uma certa quantidade de acido latico, durante a fabricacdo do
queijo, evita o crescimento de bactérias patogénicas e producao de toxina na

coalhada e no soro.

¢ O acido latico facilita certas condigbes fisicos-quimicas em diversos produtos
na industria de laticinios, dessoragem da massa do queijo € a unido dos graos

na fabricagcdo de manteiga.

e Produgdo de enzimas que intervém na degradagdo das proteinas,

principalmente da caseina, durante a maturagao dos queijos.
e Producgao de substancias inibidoras, responsaveis pela selegdo das espécies.

Segundo Vedamuthu & Reinbold (1967), a cultura latica € o ingrediente
mais importante na fabricacdo dos queijos. Esta cultura & apropriadamente
chamada “starter”, porque ela inicia a maioria das reagées e mudangas que
tomam parte na fabricagdo do queijo, permanecendo no periodo da cura. Essas
bactérias apresentam duas fungdes importantes: a) produgdo rapida e uniforme de

acidez durante a fabricacdo e b) desenvolvimento de “flavour”.

Antes da importancia do fermento latico ser reconhecido, ja se fazia uso dos
mesmos na preservacdo de produtos lacteos. Durante seu crescimento em
produtos fermentados, as culturas laticas incluindo os lactococci (Lactococcus
lactis ssp. cremonis, Lactococcus lactis ssp. lactis, e Lactococcus lactis ssp. lactis
biovar. diacetylactis), os lactobacilli (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus), os leuconostocs (Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris) e
Streptococcus thermophilus produzem metabdlitos inibidores. Esses inibidores
incluem um amplo espectro de antagonistas, acidos organicos, diacetil e peroxido
de hidrogénio. Algumas “culturas starters” sdo produtoras de bacteriocinas ou
proteinas bactericidas (Barefoot & Nettles, 1993).
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A acdo das bacteriocinas pode ocorrer de diferentes formas, dependendo
mais dos fatores relacionados a espécie bacteriana. Podem assim, promover um
efeito letal bactericida, sem lise celular ou com lise celular (bacteriolitico) ou ainda
inibir a multiplicagdo microbiana, com efeito bacteriostatico (Carminati, et al.,
1989).

Na técnica tradicional de obtencdo do queijo Minas Frescal faz-se uso do
leite pasteurizado e adigao de culturas mesdfilas (Lactococcus lactis ssp. lactis €

Lactococcus lactis ssp. cremoris) (Bonassi, 1979).

Apesar dos beneficios citados acima, alguns pesquisadores tém estudado a
substituicdo do fermento latico pelo uso do acido latico industrial no processo de

fabricag@o do queijo Minas Frescal.

O ponto inicial para essas investigagdes partiu do questionamento de que
sendo o queijo Minas Frescal um produto de consumo imediato, sem a
necessidade da etapa de maturacéo, qual seria entdo a real finalidade da adi¢&o
do fermento lético, ja que esse promove um acidificagéo e protedlise excessivas
no produto, provocadas pela agio das bactérias laticas sobre a lactose e proteinas
do queijo (Furtado et al., 1980a).

No estudo comparativo realizado por Wolfschoon-Pombo et al. (1978), em
que foram processadas oito bateladas de queijo Minas Frescal utilizando-se
fermento latico e acido latico industrial (em processos distintos), observou-se que,
apds seis dias de refrigeragdo, os queijos fabricados com fermento latico
apresentavam-se com cor amarelada, massa amolecida e sabor muito acido,
diferindo dos processamentos utilizando-se acido latico, em que o produto
mostrou-se com corpo mais firme, sabor menos acido e cor esbranquicada, sendo
que essas sao algumas das caracteristicas (cor, sabor e textura) que determinam
a durabilidade do queijo.

O fermento latico geralmente empregado no processo de obtengdo do
queijo Minas Frescal constitui-se de Lactococcus lactis ssp. lactis e Lactococcus
lactis ssp. cremoris, que sdo bactérias responsaveis pela fermentagéo da lactose,

com producdo de acido latico. O acido latico, devido ao seu acumulo no produto,
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promove o abaixamento do pH e aparecimento de flavor caracteristico do queijo.
Além disso, os microrganismos liberam proteases no meio que agem sobre a
caseina e suas fracdes, elevando o teor de proteinas soluveis no queijo e

provocando modificagbes na sua textura (Wolfschoon-Pombo et al. 1978).

O rendimento do queijo Minas Frescal devido ao processo de fabricagao
utilizado também ¢é influenciado, como é citado em trabalhos de Campos et al.
(1971), Furtado et al. (1980b) e Wolfschoon-Pombo ef al. (1978), em que queijos
Minas Frescal produzidos com &cido latico apresentam maior rendimento (litros
leite/ kg de queijo) do que os que empregaram fermento latico tradicional. 0O
aumento do rendimento se deve, principalmente, ao aumento de umidade dos
queijos, sendo no Frescal tradicional em torno de 59,10%, no Frescal com acido
latico 61,10% e no Frescal sem fermento e acido 62,76% (Furtado et al., 1980D).

A diferenca do rendimento pode ser explicada pela acidificagao progressiva
do queijo fabricado com culturas laticas, causando assim o abaixamento do pH e
maior perda de soro retido na coalhada. A caseina do leite ao coagular em
complexo com o calcio e fésforo forma o paracaseinato de calcio, e, a
permeabilidade do calcio esta ligada a presenca de acido. Com a coalhada mais
acida, a drenagem do soro é favorecida pela dissolugdo de sua armadura calcica,
pois a continua produgdo de acido latico pela acédo das culturas laticas, faz com
que esse acido reaja com o célcio do paracaseinato, solubilizando-o sob a forma
de lactato de sodio, desmineralizando assim a coalhada. Esse gel latico deixa
escorrer espontaneamente uma certa quantidade de soro, que trata-se
essencialmente de uma diminuicdo do grau de hidratagdo das micelas.
(Wolfschoon-Pombo et al., 1978)

Outra questdo levantada por Campos et al. (1971), foi que queijos Minas
Frescal produzidos com &acido latico industrial, quando comparados aos queijos
produzidos pelo método convencional, apresentam uma melhor padronizacdo da
producdo possibilitando assim maior reprodutibilidade dos resultados nos ensaios
laboratoriais.
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Dornellas (1997) realizou analises microbiolégicas em queijos produzidos
pelo método tradicional e por acidificagdo direta, apds trés e trinta dias de
producdo. Segundo o autor, embora tenha havido crescimento microbiano durante
o armazenamento, observou-se sempre contagem maior para 0S Queijos
produzidos por acidificagdo direta, evidenciando que, ocorrendo uma
contaminagéo, a mesma se desenvolve mais faciimente no queijo sem fermento

latico, pois a flora do fermento funciona como um inibidor da flora contaminante.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

Para o processamento do queijo Minas Frescal, foram utilizados os seguintes

produtos:

e Leite cru acondicionado em latdes, proveniente da Cooperativa de Laticinios de

Campinas;

e Coalho Chy-Max® 1:20000 obtido por fermentagéo (Laboratorio Pfizer),

contendo 100% quimosina tipo A;
e Acido latico industrial 85%, marca Synth;

e Fermento Ezal® , mesofilico homofermentativo, composto de cepas mistas de

Lactococcus lactis ssp. lactis e Lactococcus lactis ssp. cremoris (Rhodia);

e Cloreto de célcio 50%, marca Synth;

e Cloreto de sddio (marca Lebre);

e Embalagens plasticas;

3.2. Métodos

3.2.1. Determinagao da forga de coalho

Para a determinacdo da forca de coalho, utilizou-se a metodologia descrita
por Wolfschoon-Pombo (1980). Dez ml do coalho liquido CHY-MAX® foram
diluidos em 100 ml de agua destilada a 35°C e mantidos sob agitacdo constante
em banho-maria regulado para a temperatura do teste. No momento em que foi
verificada a presenca de grumos finos, finalizou-se a cronometragem. O tempo
decorrido entre a adi¢do do coalho e a floculagéo inicial foi aplicado a formula,
para calculo da for¢a de coalho:
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FC = Vx2400 onde
Cxt

FC = Forga de Coalho;
V = Volume de leite;
C = mg de coalho em 10 ml de solugéo previamente preparada;

t = Tempo (em minutos) entre a adigdo do coalho e a floculag&o inicial.

3.2.2. Preparo do in6culo

Para a inoculagéo do queijo foi utilizada Listeria monocytogenes Scott A. A
cultura estogue foi mantida a 4°C em tubo com agar tripticase soja (Oxoid)
inclinado contendo 0,6% de extrato de levedura (Difco) (TSA-YE), a qual foi
repicada mensalmente a fim de se manter a viabilidade das células. A ativagao da
cultura foi realizada mediante duas transferéncias consecutivas para caldo
tripticase soja (Oxoid) adicionado de 0,6% de extrato de levedura (Difco) (TSB-YE)
e incubagdo a 35°C durante 24horas. Apds o periodo de incubacao, efetuou-se a
contagem através de inoculagdo superficial em placas contendo agar TSA-YE.
Volume de 1 ml da cultura foi transferido para 100 ml de agua peptonada estéril e

a suspensao assim preparada foi utilizada para inocular a massa do queijo.

3.2.3. Processo de fabricagao do queijo Minas Frescal

O leite cru foi filtrado em peneiras para remogdo de eventuais sujidades
fisicas, sofreu padronizacdo do teor de gordura para 3,2% e foi pasteurizado a
72°C por 15 segundos na usina piloto de laticinios do Departamento de Tecnologia
de Alimentos (DTA). Em seguida, o leite foi resfriado a 5°C e acondicionado em
latdes de 50 litros e armazenado em camara fria a temperatura de 5°C. Fez-se uso

de 50 litros de leite para cada tratamento: 1) queijos elaborados com &acido latico
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de 30 litros de leite para cada tratamento: 1) queijos elaborados com acido latico
(acidificacao direta) e Il) queijos elaborados com fermento latico (convencional).
Os ensaios comparativos foram realizados em 3 oportunidades e os queijos foram

processados utilizando-se 100 litros de leite (Figura 2).

O leite pasteurizado e resfriado (501) foi reaquecido a 35°C, em tanque
encamisado, pesado e transferido para o tanque de fabricagdo. Foram
adicionados 25 ml (0,05%) de cloreto de calcio 50%.

No queijo produzido por acidificagdo direta, fez-se uso de acido latico
industrial na proporgéo de 0,025%(v/v), previamente diluido em agua destilada a
2,5% para prevenir a precipitagdo das proteinas (Furtado et a/.,, 1980b). No queijo
elaborado pelo método convencional, foi adicionado ao leite 1% (v/v) de fermento
latico mesdfilo. Nos dois métodos utilizados, o coalho CHY-MAX® foi adicionado
na proporg¢ao suficiente para coagular o leite em aproximadamente 50 minutos,
sendo esta quantidade variavel em funcdo da forca do coalho determinada
previamente.

ApGs o tempo de repouso para a formagao da coalhada (aproximadamente
50 minutos), realizou-se o corte da massa em tamanho padronizado para o queijo
Minas Frescal (cubos de 1,5 cm x 1,5 cm), mantendo-se, entdo, a massa em
repouso por trés minutos. Em seguida, procedeu-se a agitacdo manual da
coalhada por 25 minutos. A salga foi realizada na massa, antes da enformagem. O
sal foi diluido em agua na proporgcdo de 2% do peso do leite. Promoveu-se a
remog&o de aproximadamente 20 litros de soro, para padronizacdo da quantidade
de massa + soro a ser inoculada. Uma quantidade da massa (= 3Kg) foi
enformada antes da inoculagdo de Listeria monocytogenes sendo utilizada como
controle, finalizando-se o processamento na planta de leite do DTA. A quantidade
restante (massa + soro) do queijo foi transferida para o laboratério de Higiene de
Alimentos (DTA) onde foi realizada a inoculagdo de Listeria monocytogenes na
propor¢do de 10° UFC de L. monocytogenes em aproximadamente 20 Kg de
massa. Procedeu-se a enformagem da massa em formas de 500 gramas. Os

queijos foram submetidos a trés viragens: 1* apds término da enformagem, 22
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ap6s 15 minutos de repouso e 3% apos 30 minutos e mantidas a temperatura de
5°C, completando o processo de dessoragem até o dia seguinte. Os queijos foram
divididos em 5 partes de mesmo tamanho e acondicionados em embalagens
plasticas. Cada uma destas cinco unidades amostrais foi retirada para as analises
microbiologicas nos dias pré-estabelecidos. Os queijos permaneceram em

incubadoras reguladas para 5°C e 10°C por 25 dias.

3.2.4. Analises fisico-quimicas do leite pasteurizado

As analises fisico-quimicas foram efetuadas no leite pasteurizado em cada

dia de experimento. As determinagdes foram feitas em triplicata.

3.2.4.1. Amostragem

Fez-se a homogeneizacao do leite no latdo onde o produto encontrava-se
acondicionado, com utensilio préprio para este fim, e retirou-se quantidade
suficiente para as analises realizadas.

3.2.4.2 Determinagao da Acidez Titulavel

A acidez das amostras de leite foi determinada utilizando-se o método de
titulagdo com hidroxido de sodio N/9 (solugdo Dornic) em presenca de indicador
de fenolftaleina, como descrito na segéo 33.2.06 da A.O.A.C. (1995).

3.2.4.3. Determinagao do pH

A determinacdo do pH foi efetuada utilizando-se potencidbmetro marca

Tecnal.
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Figura 2. Diagrama de fluxo para obtengdo de queijo Minas Frescal pelo método

convencional e por acidificagao direta.
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3.2.4.4. Determinagao do teor de gordura

O teor de gordura das amostras foi determinado pelo método de Gerber,
descrito por ATHERTON (1981). Utilizou-se centrifuga do tipo Gerber, marca
FANEM.

3.2.5. Analises fisico-quimicas do queijo
3.2.5.1. Amostragem

A amostragem dos queijos foi realizada em varias partes dos queijos
utilizando-se sonda cilindrica. As amostras foram entdo maceradas para promover
a homogeneizagao das mesmas.

3.2.5.2. Determinagéo do teor de gordura

O teor de gordura foi determinado pelo método volumétrico de Gerber
conforme KOSIKOWSKI (1977), em triplicata.

3.2.5.3. Determinacgao do teor de Umidade / Extrato Seco Total (EST)

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico em estufa a 105°C,

até peso constante, como descrito na segdo 33.2.09/ A da AO.AC. (1995). O
teste foi realizado em triplicata.

3.2.5.4. Determinagao do teor de gordura no extrato seco

A gordura no extrato seco (GES) foi calculada pela formula:

%GES = __#degordura 100
EST (Extrato Seco Total)
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3.2.5.5. Determinacgao do teor de sal

O teor de sal foi determinado pelo método de Volhard (modificado por D.M.
Barbano), em duplicata, como descrito na se¢do 971.19 da A.O.A.C. (1995).

3.2.5.6. Determinagao do teor de Nitrogénio

O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de macro Kjeldahl,
segundo a segéo 33.2.11 da AO.AC. (1995), e o teor de proteina total foi
determinado multiplicando-se a porcentagem de nitrogénio pelo fator de conversdo

(Nx6,38). O teste foi realizado em triplicata.

3.2.5.7. Determinacao da Atividade de Agua (Aa)

A determinac&o da atividade de agua foi efetuada no aparelho Aqua Lab,

modelo CX-2, do fabricante Decagon Devices, Inc.

3.2.5.8. Determinagao do pH

A determinagéo do pH foi efetuada utilizando-se potenciométro marca

Tecnal. A medida era realizada diretamente nas amostras de queijo trituradas.

3.2.6. Andlises microbioldgicas
3.2.6.1. Amostragem

A retirada das amostras foi realizada apos 1, 6, 12, 18 e 25 dias de
armazenamento. Cada unidade amostral (1/5 de queijo) foi retirada da

embalagem, fazendo-se a desinfecgao da area externa da embalagem com etanol
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a 70% para remover os contaminantes presentes. Em seguida, porgdes de 25g de
queijo foram maceradas em homogeneizador de pistdes (mod. 400, stomacher)
com 225ml de citrato de sdédio a 2%. No preparo das diluicbes decimais

sucessivas, utilizou-se agua peptonada salina como diluente.

3.26.2. Determinagcdao de Coliformes Totais, Coliformes Fecais,

Staphylococcus aureus e Salmonella

As analises foram realizadas seguindo-se as metodologias do Compéndio
de Métodos para Exames Microbiolégicos de Alimentos da American Public Health
Association (Vanderzant & Splittstoesser, 1992). Foram realizadas analises no
leite pasteurizado (apenas coliformes totais e fecais), € no queijo controle fresco
(até 3 dias apos fabricagao).

3.2.6.3. Detecgao de Listeria monocytogenes

A deteccdo de Listeria monocytogenes em queijos Minas Frescal nao
inoculados foi realizada utilizando-se o método recomendado pela Health
Protection Branch do Canada (WARBURTON ef al., 1991).

3.2.6.4. Enumeracao de Listeria monocytogenes

Foi realizada através da técnica de semeadura direta em superficie, usando
meio seletivo Oxford modificado — MOX e incubacdo a 35°C durante 24/48 horas.
As contagens foram realizadas no queijo inoculado com 1, 6, 12, 18 e 25 dias de
armazenamento refrigerado (5°C e 10°C). Para confirmagao das coldnias tipicas
foram realizados os testes de motilidade em agar semi-solido (SIM) e catalase

utilizando-se o método recomendado pelo U. S. Food & Drug Administration
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(Lovett & Hitchins, 1984) e analise de B-hemdlise em agar sangue de cavalo

usando a metodologia do Health Products and Food Branch (Pagotto et al. 2001).

3.2.6.5. Enumeragao de Bactérias Laticas

Foi utilizada a técnica de semeadura em profundidade (“pour-plate”) usando
meio agar de Man, Rogosa e Sharpe e incubagdo a 30°C por 48/72 horas. A
frequéncia das analises seguiu a mesma que para a enumeragao de Listeria
monocytogenes. Para confirmagao das coldnias tipicas foram realizados os testes
de catalase e Gram. Utilizou-se a metodologia recomendada pelo Compéndio de
Métodos para Exames Microbiologicos de Alimentos da American Public Health
Association (Vanderzant & Splittstoesser, 1992).

3.3. Avaliagao da Sensibilidade de Listeria monocytogenes as bacteriocinas

produzidas por lactococos

Avaliou-se a sensibilidade da cepa de Listeria monocytogenes Scott A
utilizada na inoculagéo artificial dos queijos Minas Frescal do presente estudo
frente as bacteriocinas produzidas pelo fermento mesofilico homofermentativo
composto de cepas mistas de Lactococcus lactis ssp. lactis e Lactococcus lactis
ssp. cremoris. As possiveis culturas produtoras de bacteriocinas na fase
exponencial de crescimento, em caldo de Man, Rogosa e Sharp, foram
centrifugadas a 6800 g durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
neutralizados a pH 6,5 com solugao estérii de NaOH 10N e esterilizados por
filtragdo em membranas Millex-GV de 0,22 pm (Millipore S.A., St Quentin-en-
Yvelines). As atividades das bacteriocinas foram avaliadas pelo método de
diluic&o critica de Mayr-Harting ef al. (1972). Os sobrenadantes ativos das culturas
produtoras (bactérias laticas) foram diluidos sucessivamente na proporcéo de 1:2
em solugao-tampao fosfato e sédio 10 mM a pH 7,0, utilizando-se placas de

microtitulac@o (Microwel Plate 96F). A seguir, aliquotas de 10ul de cada diluigdo
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foram depositadas sobre agar tripticase soja suplementado de 0,6% extrato de
levedura (TSA-YE), contido em placas de Petri e previamente inoculado com a
cultura indicadora, no caso Listeria monocytogenes. A seguir, as placas foram
incubadas a 30°C durante 24 a 48 horas. Apds esse tempo, os meios foram
analisados quanto a formagdo de halos de inibicdo. O titulo da bacteriocina €
expresso em unidade arbitraria de bacteriocina por mililitro (UA/ml) e foi definido
como sendo a reciproca da maior diluicdo que apresentou halo de inibigéo
multiplicada por 100, para a obtencdo da preparagao original. As placas de Petri
contendo a cultura indicadora (Listeria monocytogenes) foram preparadas a partir
de cultivos ativos em fase estacionaria de crescimento, diluidos na proporgao de
1/10 em solugdo aquosa de peptona 0,1%. Uma aliquota de 500ul das diluigbes
foram inoculadas em 4,5 ml de agar tripticase de soja suplementado com 0,6% de
extrato de levedura semi-solido (0,75% de agar ) a 45°C e, apos agitacéo suave, a
mistura foi vertida sobre as placas de Petri contendo 15 ml de agar tripticase de
soja suplementado com 0,6% de extrato de levedura. Apds secagem em camara
de fluxo horizontal durante 60 minutos, os meios foram incubados a 30°C durante

2 horas antes de sua utilizacdo.

3.4 Analise Estatistica dos Resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA),
usado para testar as diferengas entre os tratamentos, entre tempos e a interagéo
tempo por tratamento. Foi utilizado o teste de Duncan, de comparagdes multiplas
de médias: Em todos os testes foi considerado um nivel de 5% de significancia. A
andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa STATISTICA 5.0
(StatSoft, Inc.).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagao das caracteristicas fisico-quimica dos queijos

Os resultados das analises fisico-quimicas realizados em queijos
produzidos por acidificagado direta e pelo método convencional sdo mostrados nas
Tabelas 1 a 6.

A Tabela 1 apresenta a composi¢do dos queijos produzidos pelos dois
métodos empregados. Os queijos apresentaram composi¢ao similar entre si e em
relacdo as encontradas em outros trabalhos (Wolfschoon-Pombo et al.,, 1978,
Dornellas, 1997; Lourengo Neto, 1998), excetuando-se as taxas de umidade, que
apresentaram valores maiores para os queijos produzidos com fermento latico. Os
diferentes tratamentos utilizados para fabricagdo dos queijos nao resultou em

diferencgas significativas (p<0,05) na composic¢ao fisico-quimica dos queijos.

Tabela 1. Composigdo dos queijos Minas Frescal produzidos pelo método da

acidificacdo direta e convencional®.

Parametro (%) Acidificagao Direta Convencional
Umidade 64,13 65,82
Gordura 20,26 21,16
Gordura em Base Seca 56,48 61,90
Extrato Seco Total 35,87 34,18
Extrato Seco Desengordurado 1561 13,02
Proteina 15,41 15,86
Sal 1,22 1,23
Sal / Umidade 1,90 1,87

"’ Valor médio dos ensaios comparativos realizados em 3 oportunidades.
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Observando-se os dados de Aa nas Tabelas 2 e 3 e a analise estatistica
dos resultados nas Figuras 3 e 4, nota-se que as amostras nao diferem
significativamente entre si (tanto para produtos mantidos a 5°C quanto a 10°C),
entre os dois diferentes tratamentos e entre os tempos de armazenamento do
mesmo tratamento, excetuando-se no 18% dia (Tabela 2), em que o queijo
fabricado por acidificacdo direta e armazenado a 5°C, diferiu significativamente
(p<0,05) das outras amostras do mesmo queijo. Skovgaard (1987) estimou que
Listeria monocytogenes nao se reproduz a Aa<0,93, valor confirmado por outros
autores. Portanto, o valor de Aa dos queijos analisados mostrou-se acima da Aa

minima requerida para crescimento de Listeria monocytogenes.

Tabela 2. Valores médios ) de atividade de agua em queijos armazenados 2

temperatura de 5°C.

Tempo de armazenamento (dias)

Método 1 6 12 18

Acidificagdo direta 0,984 0,981 0981 0,979

Convencional 0,984 0,981 0,981 0,983

© Valor médio dos ensaios comparativos realizados em 3 oportunidades.
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Figura 3 Valores médios de atividade de agua para queijos Minas Frescal
produzidos pelo método da acidificacdo direta e convencional e

armazenados a 5°C.

«/alores médios com letras mindsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre

os diferentes tratamentos.

**\/alores médios de contagem com letras maitsculas diferentes apresentam diferenca significativa

(p<0,05) entre os diferentes tempos do mesmo tratamento.

***Barras de erro representam os desvios padréo.

Tabela 3. Valores médios ) de atividade de &gua em queijos armazenados a

temperatura de 10°C.

Tempo de armazenamento (dias)

Métodos 1 6 12 18

Acidificagdo direta 0984 0,980 0,981 0,980

Convencional 0,985 0,982 0,981 0,981

®) Valor médio dos ensaios comparativos realizados em 3 oportunidades.
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Figura 4. Valores médios de atividade de agua para queijos Minas Frescal
produzidos pelo método da acidificagdo direta e convencional e

armazenados a 10°C.

*Valores médios com letras mindsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre

os diferentes tratamentos.

**Valores médios de contagem com letras maitisculas diferentes apresentam diferenca significativa

(p<0,05) entre os diferentes tempos do mesmo tratamento.

***Barras de erro representam os desvios padrao.

Os valores de pH obtidos para queijos produzidos por acidificacdo direta e
convencional podem ser observados nas Tabelas 4 e 5 e nas Figuras 5 e 6. Nota-
se que, desde o 1? dia, os valores de pH para os queijos obtidos por acidificacdo
direta foram maiores, mantendo-se essa diferenca significativa (p<0,05) até o 18°
dia de monitoramento, com abaixamento progressivo dos valores nos dois
processos quando mantidos a 5°C. Wolfschoon-Pombo et al. (1978) obtiveram

valores semelhantes para a determinacgéo de pH.
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Tabela 4. Valores médios ) de pH em queijos nos dias 1, 6 12 e 18 de

armazenamento refrigerado a 5°C.

Tempo de armazenamento (dias)

Método 1 6 12 18
Acidificacéo direta 6,45 5,85 5.57 542
Convencional 53 4. 84 474 4 58

© Valor médio dos ensaios comparativos realizados em 3 oportunidades.

Aa
Ba Ca Da
6 - Ab Bb Sad 55
5 |
. .
o 3 -
9
4
0 — . — T
1 6 12 18

tempo (dias)

[Dacidifica géa direta EEconvencio n-a'ﬂ

Figura 5. Valores médios de pH para queijos Minas Frescal produzidos com a
adicdo de acido latico industrial e fermento latico mesdfilo e

armazenados a 5°C.
*Valores médios com letras mindsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre
os diferentes tratamentos.

**Valores médios de contagem com letras maitisculas diferentes apresentam diferenca significativa

(p<0,05) entre os diferentes tempos do mesmo tratamento.

“**Barras de erro representam os desvios padrao.
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Tabela 5. Valores médios ) de pH em queijos nos dias 1, 6, 12 e 18 de

armazenamento a temperatura de 10°C.

Tempo de armazenamento (dias)

Método 1 6 12 18
Acidificacdo direta 6,39 5,46 5,30 513
Convencional 5.3 482 4.7 465

) Valor médio dos ensaios comparativos realizados em 3 oportunidades.

? e
5 .
-
s 3 |
3
1_
0 ; e8]
| 6 12 18

tempo (dias)

l:_:_l_aa_cic]i_ficag:éo direta lconven_c_ibnal

Figura 6: VValores médios de pH para queijos Minas Frescal produzidos com a
adicdo de acido latico industrial e fermento latico mesodfilo e

armazenados a 10°C.

*Valores médios com letras minusculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre

os diferentes tratamentos.

**\/alores médios de contagem com letras maiusculas diferentes apresentam diferenca significativa

(p<0,05) entre os diferentes tempos do mesmo tratamento.

***Barras de erro representam os desvios padréo.
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4.2. Caracteristicas Visuais

As caracteristicas visuais dos queijos ap6s 15 dias de refrigeracdo a 5°C
podem ser observadas na Figura 7. Nota-se no queijo produzido pelo método
convencional que a forma fisica original foi totalmente alterada, tornando-se um
misto de massa disforme e soro, com amolecimento e grande mudanga na textura.
Quanto ao queijo produzido por acidificagao direta, vé-se que a estrutura fisica do
produto continua inalterada, com exsudado de soro de cor caracteristica e

auséncia de grandes modificagdes na textura do produto.

A produg@o de acido latico a partir da decomposicdo da lactose pode
provocar reacdes bioquimicas favoraveis ou desfavoraveis na fabricagdo de
queijos. No caso especifico do tipo Minas Frescal, devido ao seu elevado teor de
umidade e de lactose, a velocidade e a intensidade da producdo de acido latico
sao facilitadas, provocando consequéncias negativas como uma grande alteragao
de sabor do produto. A degradagdo de proteinas resultante da atividade
enzimatica do coalho, da flora natural do leite e principalmente do fermento latico,
provoca o amolecimento, amarelamento da casca e sabor e aroma mais

pronunciados.

Essas caracteristicas foram objeto de estudos de alguns autores, como
Dornellas (1997), observando os niveis de nitrogénio solivel em &cido
tricloroacetico 12% e de nitrogénio soluvel a pH 4,6, os quais indicam os indices
de extens&o e profundidade de protedlise, notou que os valores apresentaram-se
mais altos quando o agente coagulante (coalho bovino ou obtido por fermentagao)
estava associado com o uso do fermento latico, ocasionando a perda da
integridade fisica nesses queijos apdés 16 dias; no entanto, valores
expressivamente menores foram encontrados em queijos produzidos por
acidificagao direta. Wolfschoon-Pombo et al. (1978) também obtiveram resultados
semelhantes, com os queijos adicionados de fermento Iatico apresentando-se
mais acidos e com a massa mais amolecida e ligeiramente mais amarelada

internamente apos 6 dias de conservagdo a 5°C.

38



Resultados e Discuss&o

ACIDIFICAGAO
DIRETA CONVENCIONAL

Figura 7. Caracteristicas visuais dos queijos produzidos por acidificacdo direta e

pelo método convencional apds 15 dias de armazenamento a 5°C.

4.3. Avaliagao da Qualidade Microbiolégica

Os resultados das andlises microbiologicas do leite pasteurizado apos
tratamento térmico e dos queijos-controle produzidos pelo método de acidificacéo

direta e convencional para os trés processamentos realizados estio apresentados
na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados das andlises microbiolégicas do leite pasteurizado e dos

queijos-controle (dois dias ap6s a embalagem).

Coliformes Coliformes Salmonela S. aureus Listeria
Totais Fecais (UFC/g) monocytogene:
(NMP/g) (NMP/g)

Leite 1 11/ml <3 Auséncia - Auséncia em 25r1
em 25mi

Leite 2 9/mi <3 Auséncia - Auséncia em 25t
em 25ml

Leite 3 11/ml <3 Auséncia - Auséncia em 251
em 25ml

Queijo 1 >2400 20 Auséncia 39x10°  Ausénciaem 25
Ac. direta em 25g

Queijo 2 1100 <3 Auséncia  42x10°  Auséncia em 25
Ac. direta em 25g

Queijo 3 >2400 <3 Auséncia  4,5x10°  Auséncia em 25
Ac. direta em 25¢g

Queijo 1 >2400 1,1 Auséncia 31x10°  Auséncia em 25
Convencional em 25g

Queijo 2 1100 <3 Auséncia  3,7x10°  Auséncia em 25
Convencional em 25g

Queijo 3 1100 <3 Auséncia 3,0x10°  Auséncia em 25
Convencional em 25g

Avaliando-se os resultados das analises microbiologicas realizadas nas

amostras de leite e queijo, e considerando os mais recentes padroes

microbioldgicos estabelecidos pelos érgéos oficiais - Resolucdo RDC n® 12, de 02

de janeiro de 2001 (Brasil, 2001), observa-se que os produtos se enquadram

dentro dos padrdes legais. No entanto, se fosse considerada a legislagao vigente
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na época em que foi realizada a maior parte dos experimentos - Portaria n® 451,
de 19 de setembro de 1997 (Brasil, 1997a), com relagéo a contagem de coliformes
totais, as amostras de queijos estariam fora dos padrdes. A contaminag@o dos
queijos por coliformes totais no presente estudo provavelmente ocorreu pos-
pasteurizagdo, durante as etapas de armazenamento do leite pasteurizado,
processamento e/ou proveniente de latdes, utensilios, equipamentos e

manipulacéo, apesar dos cuidados higiénicos seguidos durante todas as etapas.

A contaminagdo de queijos tipo Minas frescal por coliformes (30°C) acima
dos padrdes estabelecidos nas legislaces anteriores (Brasil, 1997a; Brasil, 1987)
foi observada em varios trabalhos, como em Peresi et al. (2001), Oliveira et al.
(1998), Rodriguez & Brand&o(1995), Garcia-Cruz et al. (1994), entre tantos outros,
mostrando a vulnerabilidade desse tipo de alimento & proliferagdo desses

microrganismos.

4.4. Avaliagio da sensibilidade de Listeria monocytogenes as

bacteriocinas produzidas por lactococos

Durante sua proliferagdo em produtos fermentados, as bactérias laticas |,
como os lactobacilos, lactococos, leuconostocs, streptococos e propionobactérias,
produzem metabolitos antimicrobianos. Esses inibidores incluem um largo
espectro de antagonistas, acidos organicos, diacetil e peroxido de hidrogénio.
Algumas bactérias laticas também produzem bacteriocinas ou proteinas
bactericidas, que s3o inibidores conhecidos de microrganismos (Bareffot & Netlles,
1993).

No presente estudo, os ensaios para a avaliagdo da atividade das
bacteriocinas da cultura latica, constituida de cepas de Lactococcus lactis subsp.
lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris, demonstraram a auséncia de formagao
de halos de inibicio. Tal fato revela que o fermento latico mesdfilo utilizado no
processamento dos queijos nao era produtor de bacteriocinas inibidoras da cepa
de Listeria monocytogenes inoculada nos queijos. Portanto, diferencas entre os

valores das contagens de Listeria monocytogenes dos queijos produzidos pelo
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método da acidificagdo direta e convencional ndo podem ser atribuidas a

produc&o de bacteriocinas pelo fermento latico.

4.5. Avaliagcao do comportamento de Listeria monocytogenes em queijos
produzidos por acidificagao direta e pelo método convencional

4.5.1. Queijos mantidos a 5°C

As contagens de Listeria monocytogenes e de bactérias laticas nos queijos
armazenados a 5°C, e a anadlise estatistica dos resultados estdo representadas

nas Figuras 8, 9 e 10.

As Figuras 8 e 9 mostram que os valores das contagens de Listeria
monocytogenes para o queijo produzido por acidificagéo direta e armazenado a
5°C, tiveram um aumento significativo (p<0,05) de 2,20 ciclos logaritmicos do
inicio até o 12° dia de armazenamento, mantendo-se, entdo, sem alteracdo até o
25° dia. Por sua vez, os queijos elaborados pelo método convencional e
armazenados a 5°C (Figuras 8 e 9) ndo apresentaram valores de contagens para
Listeria monocytogenes com diferenga significativa (p<0,05) durante todo o tempo

de armazenamento refrigerado .

Na Figura 9, comparando-se os dois diferentes tratamentos, os valores
medios de contagem de L. monocytogenes apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) desde o 12 dia de amostragem (dia seguinte a embalagem e dois dias
apoés a inoculagio), com valores de 5,05 ciclos logaritmicos para queijos
produzidos por acidificacdo direta e 4,19 ciclos logaritmicos para queijos
elaborados pelo método convencional, evidenciando assim a acdo da cultura latica
adicionada ja nas primeiras 48 horas ap6s a inoculagéo de L. monocytogenes. Ao
final de 25 dias de armazenamento refrigerado a 5°C, a diferenca entre os dois
tratamentos, nas contagens de L. monocytogenes, atingiu 2,94 ciclos logaritmicos,
com o queijo produzido por acidificagdo direta apresentando valor médio de

contagem de 7,48 ciclos logaritmicos (aumento de 2,43 ciclos logaritmicos em
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relacdo ao inicio do armazenamento a 5°C) e queijo fabricado pelo método
convencional 4,54 ciclos logaritmicos (aumento de apenas 0,35 ciclo logaritmico

apos 25 dias).

Nas Figuras 8 e 10 observam-se que os valores medios de contagem de
bactérias laticas nos queijos produzidos por acidificacdo direta apresentaram
crescimento significativo (p<0,05) de 0,70 ciclo logaritmico apenas no 18° dia (em
relacdo ao 12 dia) de armazenamento refrigerado a 5°C. Nos queijos produzidos
pelo método convencional, as contagens diferiram significativamente comparando-
se 0 12 e 0 12° dia, revelando-se um declinio nas contagens, de 0.31 ciclos
logaritmicos porém até o 25° dia, os valores tendem a apresentar similaridades

com os valores dos primeiros dias de analises.

1.0 =
B g : i = e e A
o R I—
= L g E —2 e listeria acidificagao direta |
g 5 - é":/d-_ﬁ B —&®— |isteria convencional
g 4 _.r/”—"*“* —A— baclat acidificagao direta
§ 3 - | 4 baclatconvencional
g % 1

0 - . . ; - |

0 6 12 18 24 30

tempo (dias)

Figura 8. Contagem de L. monocytogenes e bactérias laticas (baclat) em queijos
obtidos por acidificagéo direta e pelo método convencional, armazenados
a 5°C.
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Figura 9: Valores médios de contagem de Listeria monocytogenes em queijos
obtidos por acidificagdo direta e pelo método convencional e

armazenados a 5°C .

*Médias de contagem com letras mintsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05)

entre os diferentes tratamentos.

**Médias de contagem com letras maiusculas diferentes apresentam diferenca significativa

(p<0,05) entre os diferentes tempos do mesmo tratamento.

***Barras de erro representam o desvio padréo.
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Figura 10: Valores médios de contagem de bactérias laticas em queijos obtidos
por acidificagéo direta e pelo método convencional e armazenados a
5°C .
*Médias de contagem com letras mintsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05)
entre os diferentes tratamentos.

**Médias de contagem com letras maidsculas diferentes apresentam diferenca significativa

(p<0,05) entre os diferentes tempos do mesmo tratamento

***Barras de erro representam o desvio padrao.

Estes resultados assemelham-se aos encontrados por Schaack e Marth
(1988) onde se inoculou 10° UFC/ml de Listeria monocytogenes em leite
desnatado juntamente com 0.1, 0.5, 1.0, 5.0% de Lacfococcus f[actis subsp.
cremoris ou Lactococcus lactis subsp lactis. Os autores observaram um maior
crescimento de Listeria monocytogenes com a diminuicdo da quantidade de
cultura latica. Em algumas situagées desse estudo, o crescimento desse patdégeno
foi completamente inibido a pH 5.60 e 5.99. Outro estudo de Ryser & Marth (1988)

mostra a incapacidade de crescimento de Listeria monocytogenes a valores de

pH < 5.45, quando inoculada em soro de queijo proveniente do processamento de
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queijo Camembert, mantido a 6°C. Corner et al. (1986) demonstraram a auséncia
de reprodugdo de Listeria monocytogenes inoculada em suco de repolho a

pH < 5.6, mantido a temperatura de 5°C.

No presente trabalho, observando-se a Tabela 4, para o 122 dia, para queijo
elaborado pelo processo de acidificacdo direta, o valor médio de pH atingiu 5,57, e
nesse mesmo dia notou-se que o crescimento de Listeria monocytogenes foi
inibido (Figura 9). Os valores de pH continuaram abaixando até o 18° dia (ultimo
dia de monitoramento), onde atingiram 5,42. Nos queijos produzidos pelo método
convencional, que n&o apresentaram crescimento significativo de Listeria
monocytogenes (Figura 8), obtiveram-se valores de pH mais baixos (5,31), desde
o 1% dia chegando-se a 4,58 no Ultimo dia de leitura.

As bactérias laticas, durante a fermentagdo de produtos lacteos,
metabolizam lactose a acido latico. A produgéo de acido abaixa o pH e propicia
protecdo a contaminantes indesejaveis como por exemplo, patogenos. Em
adicdo, o baixo pH dos produtos fermentados potencializa os efeitos
antimicrobianos dos &cidos organicos. Esses acidos apresentam maior letalidade
para bactérias do que os acidos inorganicos, que dissociam-se completamente em
solucdo aquosa. Em produtos fermentados, os acidos lipoliticos ndo dissociados
(acético, latico ou propidnico, por ex.) dissolvem-se na membrana celular,
interferindo na sua permeabilidade, afetando o transporte de substrato e a
fosforilagéo oxidativa, inibindo o transporte de elétrons e causando a acidificagcao
do interior da célula e o cessamento das fungdes metabodlicas que sdo essenciais
para a sobrevivéncia da célula. (Barefoot & Nettles, 1993; Mékinen & Bigret,
1993).

Breidt & Fleming (1998) afirmam que o uso de bactérias laticas como
cultura competidora para inibir o crescimento de patégenos em alimentos pode se
mostrar muito eficiente. Segundo os autores, algumas hipéteses sobre a forma de
acdo das bactérias laticas sdo o amensalismo, em que uma cultura microbiana
inibibe o crescimento de outra através da produgdo de metabdlitos, ou atraves da

competicdo por nutrientes entre as culturas. Segundo Adams & Nicolaides (1997),
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uma populacdo de bactérias laticas pode restringir o crescimento de outros
microrganismos simplesmente pela ocupagdo do espaco fisico e assimilagdo dos

nutrientes disponiveis.

Em estudo realizado por Lourengo Neto (1998), queijo produzido por
acidificacdo direta, € o mesmo adicionado de cultura latica termofilica e cultura
probidtica, foram analisados microbiologicamente (coliformes 30°C, coliformes
45°C). Os queijos elaborados com o uso de culturas apresentaram maior
tendéncia a queda do nivel de contaminagao durante o periodo de armazenagem
do que aqueles fabricados com o uso exclusivo de &cido latico. Resultados
semelhantes foram verificados por Domellas (1997), com queijos elaborados por

acidificacdo direta e pelo método tradicional, com cultura latica mesofila.

Campos (2000) realizou processamento de queijos com 0 uso exclusivo de
acido latico e o mesmo adicionado de cultura latica mesodfila a 0.1% e 0.5%. Os
resultados obtidos das analises de coliformes a 30°C, coliformes a 45°C, bolores e
leveduras, demonstraram que para todos os microrganismos estudados as
maiores taxas de crescimento foram encontradas nos queijos onde n&o se utilizou
o fermento latico, e que portanto, o uso do mesmo na fabricagdo de queijo Minas
Frescal, mesmo que em pequenas proporgdes (0.1%, 0.5%), confere acao
protetora contra os contaminantes.

4.5.2. Queijos mantidos a 10°C

As contagens de Listeria monocytogenes, bactérias laticas nos queijos
armazenados a 10°C e a andlise estatistica dos resultados estdo representadas
nas Figuras 11, 12 e 13. Nas Figuras 14 a 19, pode-se Vvisualizar
comparativamente as contagens de Listeria monocytogenes e bactérias laticas

nos queijos as diferentes temperaturas de armazenamento (5°C e 10°C).

As Figuras 11 e 12 mostram que os valores médios de contagem de Listeria
monocytogenes dos queijos elaborados pelo método convencional e armazenados

a 10°C, apresentam-se praticamente inalterados (ndo apresentam diferenca
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significativa) durante os 25 dias de armazenamentc‘x Esse comportamento
assemelha-se muito ao mesmo queijo armazenado a 5°C (Figuras 14 e 15). Os
valores de pH diminuem de 5,31 para 4,65 entre o 12 e o dltimo dia de leitura
(Tabela 5).

Os queijos produzidos por acidificagéo direta e mantidos a 10°C (Figuras 11
e 12) apresentaram aumento expressivo de 1,76 ciclos logaritmicos em suas
contagens de Listeria monocytogenes entre o 12 e o 62 dia de armazenamento e,
concomitantemente reducdo de pH de 6,39 para 5,46 (Tabela 5). Os valores
diferem dos obtidos nos ensaios com manutengdo a 5°C, em que o maior
crescimento deu-se entre o0 12 e o 122 dia de armazenamento (Figuras 14 e 16).
Esse crescimento mais acelerado de Listeria monocytogenes a temperaturas mais
elevadas foi demonstrado por Bojsen & Moller (1972), utilizando frascos contendo
caldo triptose fosfato inoculados com varias linhagens de Listeria monocytogenes
e incubadas a 4°C, 10°C e 15°C. Os tempos de geracdo obtidos foram de 12.02,
5.03 e 2.63 horas, respectivamente.

Rosenow & Marth (1987) utilizaram diferentes produtos lacteos como leite
(desnatado, integral e achocolatado) e creme de leite, inoculados com 10° e 10°
microrganismos/ml de Listeria monocytogenes e submetidos a temperaturas de 4,
8, 13, 21 e 35°C. Os resultados dos experimentos mostraram que apesar de
diferentes comportamentos nos diversos substratos, o tempo de geracdo diminui

com o aumento da temperatura de incubacéo.

Rosso et al. (1996) observaram que o aumento de 4°C para 8°C, durante o
armazenamento de carne bovina, reduzia em 75-80% o tempo necessario para

Listeria monocytogenes atingir uma densidade populacional pré-estabelecida.

As contagens de bactérias laticas para queijos produzidos por acidificacao
direta e armazenados a 10°C estdo representadas nas Figuras 11 e 13. Observa-
se um aumento de 1,75 ciclos logaritmicos entre 0 12 e 0 62 dia, semelhante ao de
Listeria monocytogenes, e do 6° ao 25° dia os valores apresentaram-se sem

diferenca significativa (p<0,05). Quando comparados as contagens do mesmo tipo
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Figura 11. Contagem de L. monocytogenes e bactérias laticas (baclat) em queijos '
obtidos por acidificagdo direta e pelo método convencional,

armazenados a 10°C.

log contagem (UFC/g)
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T

1 6 12 18
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Lﬂacidi[icacéo direta Elconvencion aq

Figura 12: Valores médios de contagem de Listeria monocytogenes em queijos
obtidos por acidificagdo direta e pelo método convencional e

armazenados a 10°C.

*Médias de contagem com letras mindsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05),
entre os diferentes tratamentos.

*Médias de contagem com letras mailsculas diferentes apresentam diferenca significativa

(p<0,05), entre os diferentes tempos do mesmo tratamento.

**Barras de erro representam o desvio padréo.
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log contagem (UFC/g)
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Figura 13: Valores médios de contagem de bactérias laticas em queijos obtidos
por acidificacdo direta e pelo método convencional e armazenados a
10°C .

*Médias de contagem com letras mintsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05),
entre os diferentes tratamentos.

**Médias de contagem com letras mailsculas diferentes apresentam diferenga significativa

(p<0,05), entre os diferentes tempos do mesmo tratamento.

***Barras de erro representam o desvio padrao.

de queijo estocado a 5°C, nota-se nas Figuras 18 e 19 que a temperatura de
abuso colaborou para a multiplicacdo das bactéias laticas, com valores superiores
desde o 1% dia de armazenamento, chegando a 1,65 ciclos logaritmicos de
diferenga no ultimo dia de monitoramento (252 dia).

As contagens de bactérias laticas para queijos obtidos pelo método
convencional e armazenados a temperatura de abuso de 10°C mostraram-se
praticamente inalteradas durante todo periodo de armazenamento monitorado

(Figuras 11 e 13). Esse perfil assemelha-se as contagens obtidas para o mesmo
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queijo armazenado a 5°C (Figuras 17 e 19) com valores médios de contagens

mais elevados entre 0 6° e o 182 dia.

Figura 14.

log contagem (UFClg)
O=2NWhAOIONXO©O

—e—acidificacao direta 5C
—&— acidificagdo direta 10C |

B A“___ﬁ;ji_—_—_ e __—ﬁ —&A— convencional 5C

‘ —&— convencional 10C

0 6 12 18 24 30

tempo (dias)

Contagem de L. monocytogenes em queijos obtidos por acidificagao

direta e pelo método convencional e armazenados a 5°C e 10°C.
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Log contagem (UFClg
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Figura 15: Valores médios de contagem de Listeria monocytogenes em queijos

produzidos pelo método convencional e armazenados a 5°C e 10°C .

*Médias de contagem com letras mintsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05),

entre os diferentes tratamentos.

***Barras de erro representam o desvio padréo.

Log contagem (UFC/g)
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| |

|
i
i
|
|
|
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|Eacidificacao_&_lreta 5Cmi_-ahc |difrca§ao direta 10C |

Figura 16. Valores médios de contagem de Listeria monocytogenes em queijos

produzidos por acidificagéo direta e armazenados a 5°C e 10°C.

*Médias de contagem com letras minusculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05),
entre os diferentes tratamentos.

***Barras de erro representam o desvio padrao.
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Figura 17. Contagem de bactérias laticas em queijos obtidos por acidificagdo

direta e pelo método convencional e armazenados a 5°C e 10°C.
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Figura 18: Valores médios de contagem de bactérias laticas em queijos obtidos

por acidificagdo direta e armazenados a 5°C e 10°C.

*Médias de contagem com letras mintsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05),

entre os diferentes tratamentos.

=*Barras de erro representam o desvio padréo.
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Log contagem (UFC/g)
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Figura 19: Valores médios de contagem de bactérias laticas em queijos obtidos

pelo método convencional e armazenados a 5°C e 10°C.

*Médias de contagem com letras minusculas diferentes apresentam diferenga significativa (p<0,05),

entre os diferentes tratamentos.

~*Barras de erro representam o desvio padréo.
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5. CONCLUSOES:

Os queijos produzidos pelo método convencional apresentam durante todo
armazenamento monitorado valores de pH mais baixos, decorrente da produgao
de acido latico, constituindo-se fator importante no controle do crescimento de

Listeria monocytogenes, concomitantemente com a competicdo por nutrientes.

O uso de temperatura de abuso de 10°C produz aumento na velocidade de
reproducdo de Listeria monocytogenes em queijo Minas Frescal produzido por
acidificacéo direta, revelando que o armazenamento a temperaturas inadequadas

pode comprometer ainda mais a seguranca alimentar desse tipo de queijo.

O trabalho revelou que o uso do processo de acidificacao direta conduz a
obtengdo de um produto mais susceptivel a proliferagdo de Listeria
monocytogenes. Os resultados mostram que 0 emprego de fermento pode
constituir-se de uma ferramenta eficaz contra o desenvolvimento desse
microrganismo patogénico, evidenciando que uma vez suprimido completamente
da formulacdo, a Listeria monocytogenes nao encontrarg obstaculos e podera
desenvolver-se com maior facilidade, atingindo valores de contagem

potencialmente perigosos a saude publica.

Em amostras comerciais de queijos Minas Frescal produzidos por
acidificagdo direta e pelo método convencional, verifica-se que para 0sS
acidificados, o prazo de validade estabelecido pela maioria dos laticinios € maior
(30 dias) que os adicionados de cultura latica (20 dias). Isso demonstra que esses
intervalos sdo estabelecidos levando-se em consideracdo apenas os parametros
de qualidade sensoriais e estruturais, desconsiderando—se 0s microbiolégicos.
Como foi demonstrado no presente trabalho o uso da acidificacdo direta
proporcionaria o crescimento mais acentuado de microrganismos como Listeria

monocytogenes.
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APENDICE 1 - Valores médios das contagens de Listeria monocytogenes
(expressos em log UFC/g) para queijos elaborados por acidificacao direta e
pelo método convencional para os trés processamentos realizados e analise
de variancia dos resultados.

TEMPO L. monocytogenes L. monocytogenes
(dias) Acidificagao direta 5°C Convencional 5°C
1 5,05 4,18°
6 26,36*' izz,?sb
12 c7,25° 4,75°
18 7,38 n4,66°
25 7,48 a4,54°
TEMPO L. monocytogenes L. monocytogenes
(dias) Acidificagdo direta 10°C Convencional 10°C
2 4,36°
:3 Bf?’?fza "4 40P
12 a7,34° a4,08°
18 7,85° A4,17°
25 B.c7,66° a4,24°
TEMPO L. monocytogenes L. monocytogenes
(dias) Acidificagédo direta 5°C Acidificagao direta 10°C
1 5,05° 5,66°
6 26 36° 007 42°
12 o7,25° 87,34°
18 c7,38° c7,85°
25 c7,48° Bc/,66°
TEMPO L. monocytogenes L. monocytogenes
(dias) Convencional 5°C Convencional 10°C
1 4,18° 4,36°
6 24’% 40P
12 adh 75 ad,08°
18 n4,66° ad 7P
25 a4,54° 4,24°

Valores médios na mesma linha, com letras minusculas diferentes, sao
significativamente diferentes (p<0,05)
Valores médios na mesma coluna, com letras mailsculas diferentes, sao
significativamente diferentes (p<0,05)
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APENDICE 2 - Valores médios das contagens de bactérias laticas
(expressos em log UFC/g) para queijos elaborados por acidificagdo direta e
pelo método convencional para os trés processamentos realizados e analise
de variancia dos resultados.

TEMPO Bactérias Laticas Bactérias Laticas
(dias) Acidificacgao direta 5°C Convencional 5°C
1 a5,52° 28,74°
6 Ac5,712 AB8,45°
12 Ac5,85° 58,43°
18 5,c6,23° A88,66°
25 p6,72° Ap8,71°
TEMPO Bactérias Laticas Bactérias Laticas
(dias) Acidificagao direta 10°C Convencional 10°C
1 26,372 29,07°
6 88,13° A9,03?
12 88,16° A8,84°
18 88,322 28,90°
25 88,38° 28,83
TEMPO Bactérias Laticas Bactérias Laticas
(dias) Acidificagdo direta 5°C Acidificagao direta 10°C
1 a5,52° A6.37"
6 ach, 712 88,13?
12 AcH,85° 8,16°
18 8.c6,23% 88,32°
25 g6,72° 88,382
TEMPO Bactérias Laticas Bactérias Laticas
(dias) Convencional 5°C Convencional 10°C
1 A8,74° A9,07°
6 A g8,45° 9,03?
1 88,43° 8,84°
18 Ap8,66° A8,90°
25 Ap8,71° 28,83°

Valores médios na mesma linha, com

significativamente diferentes (p<0,05)

Valores médios na mesma coluna, com

significativamente diferentes (p<0,05)

letras minusculas diferentes, sao

letras maidsculas diferentes, sao
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