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“Vocé esta prestes a ler e julgar mais uma tese de
doutorado. Relaxe. Concentre-se. Afaste todos os outros
pensamentos. Deixe que o mundo a sua volta se dissolva
no indefinido. E melhor fechar a porta [...]. Escolha a
posicdo mais cOmoda: sentado, estendido, encolhido,
deitado. Deitado de costas, de lado, de brucos. Numa
poltrona, num sofa, numa cadeira de balanco [...]. Numa
rede se tiver uma. Pode também ficar de cabeca para
baixo, em posicao de ioga. Com a tese virada, é claro.

Regule a luz para que ela ndo |he canse a vista. Faca
isso agora, porque, logo que mergulhar na leitura, néo
haverd meio de mover-se. Tome cuidado para que a
pagina nao figue na sombra, mas esteja atento para ndo
receber uma luz demasiado forte que possa vir a
interromper a leitura. Se vocé fuma, deixe os cigarros ao
alcance da médo. O que falta ainda? Precisa fazer xixi?
Bom, isso € com vocé.

N&o que vocé espere algo de especial desta tese em
particular, pois ja aprendeu que o melhor que se pode
esperar é evitar o pior. E essa a concluséo que chegou,
tanto na vida privada como nhas questdes gerais e nos
problemas do mundo [...]. Ai est&: justamente por ter
renunciado a tantas coisas, vocé acredita que seja certo
conceder a si mesmo o prazer da expectativa num ambito
bastante circunscrito como este das teses, em que as
coisas podem ir bem ou mal e que o risco da desilusdo
para quem apenas |é ndo é grave.”

Adaptado de italo Calvino
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RESUMO

PINTO, Maximiliano Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2008. Efeito da microbiota endégena e da nisina sobre Listeria sp. e
Staphylococcus aureus em queijo Minas artesanal do Serro. Orientador:
Anténio Fernandes de Carvalho. Co-orientadores: Maria Cristina Dantas
Vanetti e Paulo Henrique Fonseca da Silva

O queijo Minas artesanal tradicional é produzido, geralmente, a partir
dos rebanhos leiteiros das montanhas, por pequenas queijarias em proprieda-
des rurais de agricultura familiar situadas, principalmente em quatro regiées do
Estado de Minas Gerais: Serra da Canastra, Serro, Cerrado e Araxa. Pelo fato
de ser elaborado com leite cru, pode apresentar-se improprios para consumo,
uma vez que sua contaminagao torna-se passivel por microrganismos patogéni-
cos. Estudos feitos em condigdes laboratoriais mostram o efeito inibitorio de
bactérias laticas sobre Listeria sp. e Staphylococcus aureus. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito antagbnico das microbiotas endégenas do queijo
Minas artesanal do Serro e do fermento natural, utilizado no processo de
fabricagéo, sobre Listeria innocua durante 60 dias de maturagao. Além disto, foi
avaliado o efeito da adicdo de 100 e 500 IU.mL™" de nisina, adicionadas ao leite,
sobre o comportamento de S. aureus, as caracteristicas: mecanicas firmeza,
fraturabilidade, elasticidade, gomosidade, mastigabilidade e coesividade e
fisico-quimicas: umidade, gordura, cloretos, pH, a,, extensdo e profundidade

de maturagdo dos queijos Minas artesanais do Serro durante 60 dias de

viii



maturagao. O efeito antagbnico da microbiota do leite e do fermento natural
nao foi suficiente para eliminar L. innocua do queijo Minas artesanal do Serro,
apo6s os 60 dias de maturagao, nas trés concentracdes de bactéria utilizadas no
presente trabalho. O comportamento de L. innocua ao longo da maturagao foi
similar, independentemente das concentragbes iniciais utilizadas. Estes
resultados evidenciam que a auséncia de Listeria sp. em queijos Minas
artesanais do Serro, relatada em diversos trabalhos cientificos, pode estar
relacionada com a auséncia deste microrganismo no leite. A reducédo das
populacdes de S. aureus foi proporcional as doses de nisina adicionadas. A
nisina foi efetiva na redugcédo da populacao entre a inoculagao de S. aureus no
leite até o momento da obtencdo da massa. As duas doses de nisina testadas
apresentaram efeito bactericida sobre S. aureus no periodo entre a inoculacao
do leite e a obtengdo da massa. Os queijos tratados com 500 IU.mL™ de nisina
apresentaram maiores teores de cloretos do que o grupo-controle e os tratados
com 100 IU.mL" de nisina. Os queijos tratados com nisina apresentaram
menores indices de maturagdo quando comparados ao controle ao longo de 60
dias de maturagcdo. Nao houve diferenga na umidade, na gordura, no pH e na
ay entre os tratamentos e o queijo-controle apdés 60 dias de maturagdo. Com
relacdo ao perfil de textura dos queijos, nao foi observada diferenga (p = 0,05)
entre os queijos dos tratamentos com nisina e o controle, ao longo do tempo de
maturag¢ao, quando analisados isoladamente em cada tempo especifico para

os parametros analisados, exceto com relagio a elasticidade.



ABSTRACT

PINTO, Maximiliano Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
September, 2008. Effect of endogenous microbiota and nisin against
Listeria sp. and Staphylococcus aureus in Traditional Minas cheese of
Serro. Adviser: Antdnio Fernandes de Carvalho. Co-advisers: Maria Cristina
Dantas Vanetti and Paulo Henrique Fonseca da Silva

Traditional Minas cheese is commonly produced by milk obtained from
herds located in mountains. In addition, Traditional cheese is manufactured in
small properties situated mainly in four regions of state of Minas Gerais: Serra
da Canastra, Serro, Cerrado and Araxa. Because cheese is produced with raw
milk, it can be impropriated for consumption, since it can contain pathogenic
microorganisms. Studies carried out in laboratories show the inhibitory effect of
lactic acid bacteria against Listeria sp. and Staphylococcus aureus. This work
aimed to evaluate the antagonistic effect of endogenous bacteria and natural
starter of Traditional Minas cheese against Listeria innocua during 60 days of
ripening. Besides, it was also evaluated the effect of addition of 100 and
500 IU.ml™" of nisin, added to milk against the behavior of S. aureus and also its
influence on fracturability, elasticity, gumminess, chewiness, cohesiveness and
physicochemical characteristics (moisture, fat content, salt, pH, au, ripening
extension and depth) of Traditional Minas cheese during 60 days of ripening.
The antagonistic effect of endogenous microbiota and of natural stater it was

not enough to eliminate L. innocua present in the cheese in three different



concentrations, along the ripening time. The behavior of L. innocua during the
ripening was similar, independent of the initial concentration used in the present
work. These results show that the absence of Listeria sp. In Traditional Minas
cheese observed in many other studies probably is related to the absence of
this bacteria in milk. The reduction of S. aureus was proportional to the nisin
doses used. The nisin was effective in the reduction of population of S. aureus
between the inoculation up to the obtaining of the mass. Both doses of nisin
tested showed bactericidal effect against S. aureus during the period of milk
inoculation until the process to obtain the mass. The cheese treated with
500 IU.ml™" of nisin showed higher salt levels in comparison with those treated
with 100 [U.ml™" of nisin and the control samples. The cheeses treated with nisin
showed lower levels of ripening. It was not observed diference (p = 0.05) in
moisture, fat, pH and a, between nisin treatements and the control samples
after 60 days of ripening. Also, in relation to the texture profile, it was not
observed difference (p = 0.05) between nisin cheese and control cheese

samples, except for elasticity.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, os queijos artesanais tém sido objetos de pesquisa dada a
sua importancia econdmica e social para as regides onde sao produzidos. A
cadeia de queijos artesanais deve ser ressaltada em virtude de sua grande
importancia social no processo de manutencdo do homem no campo,
enfatizando que a existéncia destes produtos € consequéncia de seu ambiente
historico e cultural e estes devem ser preservados. No entanto, ndo existe
tecnologia disponivel para fabricagdo e comercializacdo de queijos elaborados
a partir de leite cru, que garanta a seguranga do consumidor. De fato, varios
produtores tradicionais europeus substituiram o processo artesanal por um
semi-artesanal, objetivando atingir qualidade microbioldgica desejavel. Além
disto, se o queijo artesanal deve continuar a ser produzido em virtude de suas
caracteristicas sensoriais unicas, ele ndo pode continuar sendo comercializado
antes de atingir, no minimo, uma semana de maturagéo.

Nao existem pesquisas conclusivas de que o queijo Minas artesanal,
quando produzido sob condigdes preconizadas pela Lei Estadual n® 14.185,
nao apresenta risco para o consumidor. Resultados publicados até o momento
mostram que o0 queijo apresenta altas contagens de Escherichia coli e
Staphylococcus coagulase positiva. No entanto, a auséncia de enterotoxinas
em queijos coletados diretamente nas unidades produtoras do Serro ainda néo
pode ser explicada. Outro fator a ser considerado é que esses queijos foram

analisados sistematicamente em diversos trabalhos e ndo foram detectadas



bactérias do género Listeria sp. Evidéncias que corroboram estes dados sao
mostradas em alguns estudos feitos em condi¢des laboratoriais, que evidenciaram
o efeito inibitério de bactérias laticas sobre os géneros Staphylococcus e Listeria.

A alta contagem de bactérias do grupo coliformes esta associada as
condigbes precarias de higiene e do processamento. Os altos numeros de
Staphylococcus podem estar associados, além das razbdes anteriores, a
manipulagdo inadequada e ao alto indice de mastite. A idéia de que
controlando estes fatores seja possivel a elaboragéo do queijo Minas artesanal
com uma contagem de Staphylococcus coagulase positiva e E. coli, que
atendam a legislagao vigente, ndo se mostra sustentavel, uma vez que queijos
de produtores cadastrados pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA)
apresentam altas contagens de Staphylococcus. Estudos evidenciam que
paises da Europa, onde o leite possui qualidade microbiolégica superior
daquela encontrada no Brasil, ndo conseguiram produzir queijos com
contagens aceitaveis de Staphylococcus coagulase positiva. O que tem sido
feito nestes paises € um controle de enterotoxinas estafilocécicas. Este
procedimento nao se sustenta, uma vez que, nao ha estudos que comprovem
que a auséncia de enterotoxinas no produto final ndo vai se estender por toda a
vida de prateleira do queijo.

Com relagdo a L. monocytogenes, ndo se pode assegurar a sua
auséncia, uma vez que este microrganismo encontra-se disseminado no
ambiente e a sua eliminagao s6 pode ser certificada com a pasteurizagdo. Além
disto, ndo se sabe se a auséncia de L. monocytogenes nos queijos se deve ao
fato de este microrganismo nao estar presente no leite destinado a fabricagao
ou se realmente foi inibido pela microbiota enddgena do leite.

Diante desta conjuntura, este estudo teve como objetivo investigar o
efeito antagbnico de substancias antimicrobianas naturais intrinsecas ou
adicionadas ao processo de fabricacdo do queijo Minas artesanal do Serro
sobre Listeria sp. € S. aureus. Sendo assim, foi investigado o efeito antagbnico
das microbiotas endégenas do queijo do Serro e do fermento natural, utilizado
no processo de fabricagéo, sobre L. innocua. Além disto, foi investigado o efeito
da adicado de nisina ao processo de fabricagcdo sobre o comportamento de S.
aureus e também sobre o perfil de textura e as caracteristicas fisico-quimicas

do queijo durante o tempo de maturagao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Queijo Minas artesanal

Os queijos artesanais sdo exemplos classicos da manutencdo da
diversidade dos povos e de protegdo dos seus costumes, suas tradi¢goes e seus
valores, ocupando lugar de destaque na economia de diversos paises
europeus, como: Franga, Italia, Portugal e Espanha (FOX 1993; MOR-MUR et
al., 1994; PARENTE et al., 1997; MENENDEZ et al., 2001).

No Brasil, somente no fim da década de 1990 despertou-se o interesse
de legalizagdo destes queijos, impulsionado pelos indices representativos de
vendas alcancadas com a comercializacdo informal destes produtos na
economia mineira, com destaque para as regides de Araxa, Serra da Canastra,
Cerrado e Serro. Além disto, a informalidade vem ultrapassando as fronteiras
do Estado e o que se torna mais agravante € a colocagdo no mercado de
queijos com seguranga alimentar comprometida, uma vez que muitos queijos
produzidos artesanalmente fora destas quatro regidbes sdo comercializados
como se pertencessem a elas.

O queijo Minas artesanal foi legalizado pela Lei Estadual n® 14.185, de
31 de janeiro de 2002 (MINAS GERAIS, 2002). Esta lei define o queijo Minas
Artesanal como sendo aquele elaborado na propriedade de origem do leite, a
partir do leite cru, higido, integral e recém-ordenhado, utilizando-se na sua

coagulacdo somente a quimosina de bezerro pura e, no ato da prensagem,



somente o processo manual. O produto final deve apresentar consisténcia
firme, cor e sabor proprios, massa uniforme, isenta de corantes e conservantes,
com ou sem olhaduras mecéanicas, conforme a tradigdo histérica e cultural da
regido do Estado onde for produzido. O Estado de Minas Gerais possui pelo
menos quatro regides tradicionais produtoras destes queijos reconhecidas pela
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais
(EMATER) e cadastradas no Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), sendo
elas: Serro, Serra da Canastra, Cerrado e Araxa.

Queijos artesanais fabricados diretamente na fazenda a partir de leite
cru acrescentam 70 mil toneladas/ano a oferta nacional e mantém na atividade
mais de 25 mil produtores; destes, 10.773 sao produtores rurais das quatro
regides caracterizadas que produzem anualmente 26.085 mil toneladas de
queijo (Figura 1). Minas Gerais possui outras regides produtoras de queijos

artesanais que, no entanto, ainda nao foram caracterizadas.
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Figura 1 — Mapa das quatro regides tradicionais produtoras de queijo Minas
artesanal.



Comparando-se o ultimo censo feito pela Emater em 2008 (dados nao-
publicados) com o publicado em 2003, percebe-se um pequeno decréscimo do
numero de produtores e da produgao total de queijos (Tabela 1). Este fato foi,
provavelmente, ocasionado pelas baixas condigdes econémicas dos produtores,
pelo aumento da fiscalizagdo, pelo baixo preco do queijo, pela falta de infra-
estrutura e, por fim, pela auséncia de apoio governamental ao longo dos anos.
No entanto, a Lei n® 14.185 certamente contribuiu significativamente para
conter o decréscimo da produgéo do queijo Minas artesanal. Os programas de
apoio aos produtores rurais em andamento, fortalecendo as associagdes,
cooperativas, as parcerias com Universidades, instituicbes federais e estaduais
de ensino e pesquisa e organizagdes nao-governamentais, sdo fundamentais
para manutencdo da producdo desses queijos e pelo desenvolvimento social

das regides produtoras.

Tabela 1 — Censos realizados pela EMATER nos anos de 2003 e 2008

Censo 2003V Censo 20087

Serro Canastra Cerrado Araxd Serro Canastra Cerrado Araxa
N° de produtores  1.050  2.096 6.491 1.136 881 1.529 5.662 943
Produgdo (tano)  3.100  4.470 15.000 11.000 3.106 5.787 14.437 2.755
Empregos diretos 2.625  5.227 16.227 2.840 2.290 4.281 16.986 2.640
Area (km?) 6.960 6.453 27.486 13.629 6.960 7.452  27.486 13.629

¥ Emater (2003); Z dados n&o-publicados.

Com o programa de apoio em curso, o volume de dissertagdes, teses e
artigos sobre queijos artesanais teve aumento consideravel nas principais
universidades do Estado (MACHADO, 1996; BORELLI, 2002; MACHADO,
2002; FARIA, 2003; PINTO, 2004; MARTINS, 2006; DORES, 2007; NOBREGA,
2007). O investimento possibilitou ampla interagdo da pesquisa, do ensino e da
extensdo com o produtor rural, e isto vem refletindo consequéncias positivas
para o produtor, como o aumento do pre¢o do queijo por quilograma, elevando-
se de aproximadamente R$ 2,40 em 2001 (IEPHA 2001) para os atuais
R$ 9,00 (dados nao-publicados).



No comeco da atual década, estudos preliminares foram feitos com o
objetivo de diagnosticar a situagdo socioeconémica e também buscar
informagdes técnicas sobre a produgdo destes queijos, assim como suas
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas. Borelli (2002) e Pinto (2004)
fizeram estudos sobre o queijo Minas artesanal da Canastra e do Serro
respectivamente, nos quais foi observada a tecnologia de processamento de
mais de 30 produtores de cada regido, assim como as condigdes higiénico-
sanitarias e as suas caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas. Estudos
similares foram feitos posteriormente por Araujo (2004), Borelli (2006), Martins
(2006), Dores (2007), Nobrega (2007) e Silva (2007). Os resultados mostraram
condigbes inadequadas de processamento e insalubridade nas unidades
produtoras, falta de padroniza¢do do processo de producgao, alta contaminagao
por S. aureus e coliformes e, por fim, queijos com variadas propriedades fisico-
quimicas. Estes estudos foram importantes para o direcionamento de
pesquisas e agdes relacionadas aos queijos Minas artesanais.

Os queijos Minas artesanais estdo em processo de caracterizagéo pelas
associagbes dos produtores e, ou, pelas cooperativas de cada regidao, em
parceria com a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig),
com a Secretaria de Agricultura Agropecuaria e Abastecimento (SEAPA) e com
a Associagao para a Gestao de Projetos de Fortalecimentos das Economias
Rurais e Desenvolvimento Territorial (AGRIFERT). As caracteristicas fisicas, as
fisico-quimicas e o processo de fabricacdo estdo em fase final de avaliacao
pelos produtores das regides do Cerrado, Canastra e Serro. O documento da
Regido de Araxa esta previsto para ser finalizado em 2008.

A literatura apresenta alguns artigos envolvendo queijos artesanais de
todo o mundo e pode-se observar que os resultados demonstram a dificuldade
de se obter queijos elaborados a partir de leite cru, com qualidade microbiolégica
aceitavel (Tabela 2). Além disto, estes mesmos artigos servem de base
cientifica valiosa para que o queijo Minas artesanal possa, em menos de
10 anos, obter a mesma qualidade que paises como a Franga, que demoraram
mais de 50 anos para atingi-la.

Em fungdo do risco para os consumidores, a fabricagdo de queijos
elaborados a partir de leite cru vem sendo abandonada na Espanha e na

Grécia desde o final da década de 1980, sendo, agora, produzidos de forma



Tabela 2 — Incidéncia de Staphylococcus coagulase positiva e E. coli em
queijos artesanais da Europa

Staphylococcus coag. + Escherichia coli
Queijo Pais
Log UFC/mL
La Serena Espanha ND' 6,52
Tenerife Espanha 2,82 5,59
Pefiamellera Espanha 5,50 - 6,00 ND
Batzos Grécia 5,88 ND
Serra da Estrela Portugal 50-8,0 ND
Taleggio Italia 5,48 — 5,94 1,95-3,73

Fonte: adaptado de Pinto et al. (2005); ¥ nao-disponivel.

semi-artesanal, com o uso da pasteurizacao e a substituicdo de equipamentos
tradicionais por outros modernos, capazes de atenderem aos padroes
higiénicos e tecnoldgicos previstos na legislagao vigente (OLARTE et al., 1999;
MANOLOPOLOU et al., 2003).

2.2. Queijo Minas artesanal do Serro

A posicdo geografica dos municipios que compdem a regido do Serro
(Figura 2), somada as condi¢des fisico-naturais pela presengca da Serra do
Espinhago com seu relevo acidentado, clima tropical amenizado pelas altitudes
e densa rede de drenagem, consegue imprimir ao queijo qualidade-sabor que

permitem individualiza-lo como queijo Minas artesanal do Serro (EMATER 2002).

2.2.1. Processo de fabricagao do queijo Minas artesanal do Serro

As racas de gado bovino criadas na regido sdo, na sua maioria,
mesticas, frutos dos cruzamentos mestigco/Zebu, Holandés/Zebu, Girolanda;
Holandés 3/4 e 5/8, em diferentes graus de sangue. A producdo de leite em
cada unidade varia de 12 a 300 litros por dia (APAQS, 2006).

O queijo Minas artesanal do Serro possui caracteristicas fisico-quimicas
e fisicas caracterizadas pela Associagdo dos Produtores Artesanais do Queijo
do Serro (Tabela 3).
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Figura 2 — Mapa da regido do Serro produtora de queijo Minas artesanal.

Tabela 3 — Caracteristicas fisicas do queijo Minas artesanal do Serro

Caracteristicas

Classificado

Desclassificado

Formato

Cor da casca

Aspecto da casca

Aspecto da massa

Cor da massa

Textura

Peso (g)

Cilindrico, reto ou ligeiramente abaulado
nas laterais com 12 a 14 cm de didmetro e
5a 6 cmde altura

Branca para os queijos frescos e
amarelada para os queijos maturados

Lisa

Massa fina, homogénea e com poucas
olhaduras mecanicas

Branca a ligeiramente amarelada na
maturacao

Poucas olhaduras mecéanicas ou de
fermentacao, pequenas, bem distribuidas
na massa

Maximo:1.250; média: 945,13; Minimo:
725

Presenca de &ngulos vivos

Presenca de outras cores

Casca vermiculosa e com mofos;
Casca com protedlise

Massa n&o macica, granulosa,
com excesso de olhaduras
mecanicas e de fermentagao

Heterogeneidade na cor da massa
(manchas, diferenga de cor entre
o centro e as bordas)

Excesso de olhaduras mecanicas
ou de fermentagao

Fora dos limites maximos e
minimos

Fonte: APAQS (2006).



Em propriedades avaliadas por Pinto (2004), o leite foi obtido por meio
de ordenha manual, realizada uma vez por dia, por todos os produtores
avaliados. Segundo a APAQS (2006), o leite cru deve ser obtido da ordenha
completa, manual ou mecanizada, feita uma ou duas vezes por dia (manha e
tarde) das vacas em lactacado. Para retirada do leite utiliza-se o sistema de
bezerro ao pé ou da vaca sem o bezerro.

Apds a ordenha, o leite é filtrado em tecido de algoddo ou nylon.
Somente 37 % das propriedades avaliadas fazem uso deste utensilio, de
acordo com a legislagao, a qual preconiza filtros de ago inoxidavel ou plastico,
com espagamento de 10 a 15" meshes para a primeira coagem ainda na sala
de ordenha e de 60 a 90” meshes para a segunda coagem no tanque de
fabricagédo (PINTO, 2004).

A pratica de adi¢ao de parte do fermento natural no fundo do tanque de
fabricacdo propicia a fermentacdo do leite pela microbiota existente no
fermento durante toda a ordenha. Algumas propriedades isoladas utilizam
queijo ralado no fundo do tanque, em substituicdo ao fermento natural
tradicional, com o objetivo de também direcionar a fermentacgéo. Pinto (2004)
verificou que sdo usadas quantidades que variam de 100 a 500 mL de fermento
natural para cada 100 litros de leite. Essa variagdo foi maior no estudo feito
pela APAQS e variou de 33 a 2.300 mL. Machado et al. (2004) ndo mencionam
a quantidade média de fermento natural utilizado na fabricagdo do queijo Minas
artesanal do Serro. De acordo com esses estudos, observa-se reducdo da
quantidade de fermento natural utilizada na fabricagdo de queijo, quando
comparada com aquela relatada por Furtado (1980), que era de um a dois litros
para cada 100 litros de leite.

Aproximadamente 30 mL de coalho industrial liquido sdo adicionados
para cada 100 litros de leite em 70 % das propriedades, enquanto 30 %
empregam coalho em pd, em quantidades que variam em fungéo do tipo de
coalho utilizado (PINTO 2004).

Pinto (2004) verificou que o corte da massa € feito, em média, 50
minutos apos a adicdo do coalho, com pequena variagcdo nas mudancas de
estacdo. Este valor coincide com estudo feito pela APAQS (2006), que € de 25
a 60 minutos, com média de 50 minutos. Machado et al. (2004) verificaram

intervalo menor, de 40 a 50 minutos.



O corte da massa é feito utilizando-se espatula de madeira sem qualquer
padronizagdo com relagao a dire¢do, ao movimento e ao tamanho do grédo em
100 % das unidades produtoras estudadas por Pinto (2004). Segundo APAQS
(2006), o corte da massa pode ser feito utilizando-se pa de madeira ou plastico
e 0 movimento nao-uniforme durante o corte também foi observado até que os
gréos atinjam o tamanho desejado de 1 a 3 cm®. Outra evolugdo do processo
que pode ser destacada é o tempo de mexedura e decantagéo dos graos. Pinto
(2004) observou que estas etapas do processo eram inexistentes em todas as
unidades produtoras estudadas. Segundo estudos feitos pela APAQS (2006), o
tempo de mexedura € de 5 minutos em média e o tempo de decantacdo dos
graos pode variar de 5 a 15 minutos.

A etapa de dessoragem pode ser feita de duas maneiras. A massa é
retirada utilizando-se recipientes de plastico, sendo diretamente transferida
para uma peneira grande ou tela de nylon. Este processo tem o intuito de
reduzir o numero de vezes que as férmas sao preenchidas, uma vez que a tela
Ou a peneira permite maior separagao do soro. O processo pode ser feito
também retirando-se a massa com a propria férma. Neste caso, a separagao
do soro € menor, fazendo com que a férma seja preenchida manualmente um
maior numero de vezes até o nivel desejado. Em seguida, inicia-se a
prensagem manual para retirada do soro, dando, assim, espago para o
preenchimento de mais massa nas férmas e, assim, sucessivamente, até que
se alcance o volume de massa que se deseja (PINTO, 2004; APAQS, 2006).

Apos a prensagem manual de todas as férmas, realiza-se a lavagem
superficial das massas com agua corrente, com posterior viragem da mesma e
prensagem semelhante a descrita acima, com subsequente lavagem com agua
corrente (APAQS 2006).

Terminado o processo de prensagem da massa, o volume total do sal
(grosso ou fino) utilizado para cada queijo € adicionado a superficie da massa
enformada, com quantidades variando de 10 a 200 g/kg de queijo (média de
80), permanecendo as formas sobre a banca de fabricagdo. Apo0s,
aproximadamente 6 horas, realiza-se a primeira viragem da massa,
transferindo-se o sal para a outra superficie que ficara por cima. No segundo
dia da fabricagdo, na parte da manha, as férmas sao transferidas para uma

segunda bancada, onde é realizada a segunda viragem, mantendo-se o sal na

10



superficie do queijo (PINTO, 2004; APAQS, 2006). O processo de fabricagao

do queijo Minas artesanal do Serro esta apresentado na Figura 3.

Adicao de parte do fermento natural

[ Ordenha Manual do Leite de Vaca ]

[ Filtragdo do Leite ]

[ Adigdo de Coalho e Restante do Fermento ]

[ Coagulagao do Leite

Corte da Massa e Mexedura

Decantagéo

Enformagem e Prensagem

Salga e Viragem

Maturacao

)
[ )
[ )
[ )
( Salga e Dessoragem )
[ )
[ )
( )

Comercializacao

Obs.:

1. Parte do fermento natural é adicionada no fundo do vasilhame em 38 % das propriedades
avaliadas.

2. O queijo é comercializado fresco, com até oito dias de fabricagdo. Algumas propriedades
mantém o queijo maturado por mais de 15 dias para consumo proprio.

Figura 3 — Fluxograma do processo de fabricacdo do queijo artesanal do Serro,
adaptado de Pinto (2004).

No terceiro dia da fabricacdo, os queijos, com ou sem as férmas, sao
encaminhados para as prateleiras de maturacdo, que podem ser de madeira ou
pedra ardosia. Neste momento é realizada a terceira viragem, sendo o sal
retirado. Na sequéncia, as viragens sao realizadas de 24 em 24 horas, durante
os dias que antecederem a entrega dos queijos para venda, que pode variar de
3 a7 dias (PINTO, 2004; APAQS, 2006).

Segundo APAQS (2006), nos municipios de Dom Joaquim e Concei¢ao
do Mato Dentro, os queijos sdo encaminhados ja embalados para geladeiras,
onde ficam sob temperatura de refrigeracao até o dia da comercializagado. Os

queijos dos demais municipios permanecem sob temperatura ambiente.
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O processo de fabricagao do queijo Minas artesanal do Serro apresenta,
de forma geral, sequéncia das etapas de fabricagdo similares nos diferentes
municipios. No entanto, podem ser observadas grandes variagbes em alguns
pontos especificos do processo que, consequentemente, ocasionam a falta de

padronizagao da composig¢ao centesimal como apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas fisico-quimicas do queijo Minas artesanal do Serro

Constituinte N2 Y Minimo Maximo Médio
Acidez (%) m/m 75 0,30 3,52 1,27
Cloreto de sédio (%)m/m 75 1,00 2,55 1,81
Extrato seco (%)m/m 74 43,32 59,65 50,07
Gordura no extrato seco 74 37,39 59,57 47,33
Lipidios (%) m/m 75 16,50 31,00 23,73
Proteina total (g/100 g) 74 13,21 23,18 18,51
Residuo mineral fixo (g/100 g) 6 3,41 4,90 4,81
Umidade (%)m/m 75 40,35 56,68 49,89

¥ ntimero de amostras realizadas.
Fonte: APAQS (2006).

2.3. Fermento natural do queijo Minas artesanal

O fermento natural do queijo Minas artesanal é utilizado desde os
primordios de sua fabricagcdo. Apds a enformagem e a salga por aspersao na
sua superficie, o queijo € deixado sobre bancada levemente inclinada. O soro
que escorre de um dia para o outro passa por um orificio situado na bancada,
sendo captado em um recipiente. Durante este tempo, o soro é fermentado e é
entdo utilizado na fabricacdo de queijo do dia seguinte (FURTADO, 1980;
PINTO, 2004).

Nébrega (2007) avaliou o pH, a acidez e o teor de NaCl do fermento
natural utilizado na fabricagdo do queijo da Serra da Canastra durante o
periodo das aguas e da seca. O teor de NaCl foi maior no periodo das aguas,
quando a contaminagéo do queijo é mais frequente e, assim, os produtores de
forma empirica adicionam maiores quantidades de sal ao queijo. No entanto,
este aumento no teor do sal ndo afetou nenhum dos grupos microbianos no

periodo das aguas e da seca, inclusive S. aureus.
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Fermentos naturais com maior teor de sal apresentam condi¢gdes mais
favoraveis ao crescimento de S. aureus, que € mais resistente ao sal e a baixa
atividade de agua do que bactérias laticas. Como tentativa de diminuir o
numero de S. aureus no fermento natural, paises como Italia incubam o
fermento até o momento de sua utilizacdo (PARENTE et al., 1997). A
incubacdo pode resultar em menor contaminagdo do fermento natural por
S. aureus, em fungao da elevada acidez (1,4 %) e do baixo pH (3,3) que inibem
o crescimento desta bactéria. No entanto, podera ocorrer morte de bactérias
laticas menos resistentes ao acido, mas de grande importancia para o aroma e
o sabor especifico do queijo.

Pimentel Filho et al. (2005b) mostraram que o teor de NaCl e os valores
de pH do fermento natural de 15 unidades produtoras de queijo Minas
artesanal do Cerrado sdo muito variaveis, sendo o pH de 5,03 a 6,86 e os
teores de NaCl de 3,55 a 22,48 %. No entanto, neste mesmo estudo os autores
nao relacionaram a presenga e o numero de patégenos em fungéo do pH e dos
teores de NaCl encontrados no fermento natural.

Borelli (2002), Pimentel Filho (2005a) e Martins (2006) encontraram
quantidades consideraveis de E. coli e coliformes termotolerantes no fermento
natural utilizado na fabricagdo de queijo Minas artesanal. Alguns estudos sobre
o fermento natural e o leite utilizados na fabricacdo de queijo Minas artesanal
podem ser encontrados na literatura. Borelli (2006), Martins (2006) e Nébrega
(2007) realizaram estudos relacionados a microbiota existente no soro fermento
natural, apresentados na Tabela 5.

Os resultados da Tabela 5 indicam grande contaminagao por estafilo-
cocos no leite e no fermento natural. A redugédo da contaminagao de patégenos
no leite tem se mostrado dificil e ja que o mesmo nao é pasteurizado, inevita-
velmente o queijo podera apresentar altas contagens desses microrganismos
logo no primeiro dia de maturacdo. Este fermento contém quantidades de sal
que podem variar de 3,55 a 22,48 % (PIMENTEL FILHO, 2005). Neste mesmo
trabalho foi mostrado que, apesar de possuir altas concentragdes de sal, o
fermento ainda atingia até 10° UFC/mL de S. aureus e coliformes 30 °C.

Segundo Furtado (1980), o fermento natural constitui um auténtico
fermento por conter numero elevado de bactérias laticas desejaveis em cada

mililitro. No entanto, pode conter também contaminacdo alta de S. aureus,
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Tabela 5 — Qualidade microbiolégica do fermento natural e do leite utilizados na
fabricagdo de queijos Minas artesanal

Contagem- Coliformes

Referéncia Regiao Padrio 30 °C E. coli S. aureus
Log UFC/mL
. 1/ Fermento -——- 3,08 2,18 2,46
Martins (2006 Serro | giye 5,79 4,04 150 4.43
Serro Fermento - 3,36 2,23 2,41
Martins (2006)% Leite 5,93 4,91 1,78 3,45
Borelli et al. Canastra Termento - > 3,04 > 3,04° 5,03
(2006) Leite 7,00 2,07° <1,00° <1,00
Nobrega (2007 Canastra Fe_rmento 6,58 3,67 1,67 2,46
Leite = e meeee e e
Nébrega (2007)¥  Canastra Fe_rmento 8,53 3,58 2,00 2,09
Leite = e e e e
Legislacao Fermento
gisiac Leite <5,00 <2,00 <2,00

¥ periodo da seca; ? periodo das aguas; ¥ valores estimados; # periodo das aguas; e 2 periodo
da seca.

podendo chegar sua populagdo acima de 10° UFC.mL", dependendo da
quantidade de fermento adicionada ao leite. Supondo que durante o processo
sejam adicionados 4 litros de fermento natural para cada 100 litros de leite, e 0
fermento natural contenha 10° UFC/mL de S. aureus, o leite destinado a
fabricagdo do queijo iniciaria com uma contagem inicial de, no minimo,
4 x 10" UFC. mL™, além da concentracdo inicial de S. aureus presente no leite.
Além disto, ha de se considerar que as células de S. aureus oriundas do
fermento podem apresentar maior resisténcia as condigcdes como pH baixo e
alta concentracao de sal, uma vez que sobreviveu por quase 12 horas durante
a fermentagdo. Sob perspectiva pessimista, o fermento natural, contendo
5 x 10° UFC.mL™" (BORELLI, 2002), o leite apresentaria populacéo inicial de
S. aureus de, no minimo, 2 x 10* UFC/mL. A contaminagdo do fermento natural
por S. aureus nao foi afetada pelas estagbes das aguas e da seca, assim como
pela utilizagdo ou nao de fermento natural (MARTINS, 2006).

Segundo Borelli (2006), 70 % dos fermentos naturais utilizados na
fabricagdo dos queijos da Serra da Canastra estavam contaminados com

S. aureus, com contagens variando de 4,8 a 6,3 log UFC/g.
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2.4. Queijos Minas artesanais e seguranga alimentar

Por serem obrigatoriamente elaborados a partir de leite cru, os queijos
artesanais séo susceptiveis ao crescimento de patégenos de alto perigo, como
Salmonella, L. monocytogenes, algumas estirpes de E. coli, dentre outras.
Estudos envolvendo diferentes tipos de queijos, provenientes de varios paises
europeus tradicionalmente produtores de queijos artesanais, relatam o risco
potencial para a saude ao se consumir estes queijos (DE BUYSER et al., 2001).

Analisando os dados da Tabela 6, verifica-se que apenas duas
variedades de queijos apresentaram baixas populagbes de Staphylococcus
coagulase positiva ou E. coli. Apenas o queijo francés Cendrat Del Montsec

apresentou contagens baixas dos dois microrganismos.

Tabela 6 — Caracteristicas microbiolégicas de queijos artesanais produzidos na

Europa
Queiio Pais Staphylococcus Coliformes 30 Mesoéfilos Referéncia
] Coagulase (+) °C (E. coli) totais
------------------- Log UFC/mL -----------m-mmmem-

Cendrat Del Franga/ 1,54 0,99 ND Mor-Mur et al. (1994)
Montsec Espanha
Tenerife Espanha 2,82 6,27 (5,59) ND Zarate et al. (1997)
Pefiamellera Espanha 55-6,0 6,0-6,2 ND Estepar et al. (1999)
Serra da Estrela Portugal 5,0-8,0 7,0-8,0 9,0 Macedo et al. (1996)
Tetilla Espanha <1,79 6,09 ND Menendez et al. (2001)
Batzos (verdo) Grécia 5,88 6,75 7,69 Psoni et al. (2003)
Batzos (inverno) Grécia 4,86 6,51 8,31 Psoni et al. (2003)
Batzos (primavera) Grécia 6,23 6,45 8,00 Psoni et al. (2003)

* valores médios; e ND = nao-disponivel.

Comparando as contagens microbianas de queijos elaborados a partir
de leite cru na Europa com os queijos Minas artesanais, verifica-se que, apesar
de o leite no Brasil possuir qualidade inferior, os queijos Minas artesanais
apresentam contagens semelhantes aos queijos artesanais europeus. (Tabela 7).

Até o presente momento, Ornelas (2005) foi o uUnico a detectar
L. monocytogenes em uma unica amostra de queijo artesanal analisada da
regido da Serra da Canastra. Este resultado evidencia a possibilidade de
sobrevivéncia de Listeria sp. em queijos Minas artesanais. No entanto, ndo se

sabe a contagem inicial minima deste microrganismo para que ele sobreviva ao

15



Tabela 7 — Caracteristicas microbiolégicas do queijo Minas artesanal em diversos trabalhos cientificos

Staphylococcus coagulase : Coliformes . . Salmonella
Referéncia Queijo Ne Y Ma(tduiraasg‘;éo positiva E. coli 30 °C Listeria sp. sp.

Log UFC.g"' Enterotoxinas Log UFC.g™" 25 g de amostra
Cerqueira et al. (1997) ND? 30 ND 4,00 — 8,00 ND ND ND Presente? -
Borelli (2002) Canastra 10 ND 6,08 ND > 4,04Y > 4,04 Ausente Ausente
Faria (2003) Serro 40 ND 6,07 ND > 3,69 ND Ausente Ausente
Aratjo (2004) Araxa 37 7 0-7,97 0 0-6,23 0-6,50 Ausente Presente®
Pinto (2004) Serro 30 7 4,47 - 7,97 0 1,73-2,85 4,49 - 5,31 Ausente Ausente
Ornelas (2005) Canastra 40 ND > 4,00¢ ND 3,00-5,007 1,3-587 Presente? Ausente
Borelli (2006) Canastra ND ND 5,91 ND > 3,69 > 3,69 Ausente --
Martins (2006) Serro ND 8 3,40 0 2,50 3,22 Ausente Presente’?
Martins (2006)” Serro ND 8 2,04 0 1,97 3,47 Ausente Ausente
Dores (2007)¢ Canastra ND 8 4,29 0 3,35 3,75 Ausente Ausente
Dores (2007)13 Canastra ND 8 3,50 0 3,30 3,78 Ausente Ausente

¥ himero de amostras analisadas; ? queijo Minas artesanal produzido em regiéo ndo especificada pelo autor; ¥ em 10 % das amostras; ¥ coliformes

termotolerantes; ¥ em 18,9 % das amostras; & presente em 50 % das amostras: £ em 55 % das amostras: & em 12,5 % das amostras; ¥ periodo das aguas;
10/ 11/ 12/ 13/
— presente em 12 % das amostras; — periodo da seca; - periodo das aguas; e ~ periodo da seca.
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processo de fabricacdo e o tempo de maturacido, o qual nao foi especificado
pelo autor (Tabela 7).

Métodos tecnoldgicos inadequados e condigdes higiénicas insatisfatorias
podem favorecer o crescimento de Listeria sp. devido a resisténcia relativamente
alta a condigbes adversas como: alta acidez (> 0,5 % de acido latico) e a tem-
peraturas de refrigeracdo (SOLANO-LOPEZ e HERNANDEZ-SANCHEZ, 2000).

Salmonella sp. foi detectada em amostras de queijos de Araxa (ARAUJO,
2004) e queijos do Serro (MARTINS 2006). Varios estudos relatam o
isolamento de Salmonella sp. em queijos (SILVA et al., 2001; RAPINI et al.,
2002), sendo também relatados varios surtos ocasionados por este patégeno,
em razao do consumo de queijos elaborados com leite cru ou pasteurizado (DE
BUYSER, 2001).

Pode-se observar na Tabela 7, redu¢cdo do numero de S. aureus em
queijos Minas artesanal nos ultimos dois anos. Esta reducdo pode ter sido
provocada pelo intenso treinamento e pela implantacdo de Boas Praticas de
Fabricacdo e, também, pela redugdo da quantidade de fermento natural
adicionada ao leite (PINTO, 2004; ORNELAS, 2005). A mesma redugao pode
ser observada nos queijos do Serro ao longo de praticamente o mesmo periodo
de tempo, segundo os resultados de Pinto (2004) e Martins (2006).

Este decréscimo na contaminacdo por S. aureus reflete as acdes
praticadas junto aos produtores pela Emater e, ou, pelas instituicdbes de
pesquisa. No entanto, a baixa contagem de S. aureus n&o implica ainda em
segurancga alimentar. Deve-se considerar que grande parte dos estudos é feita
a partir de uma quantidade pré-determinada de amostras, com processo de
fabricacao discrepante ao que rotineiramente é encontrado.

Além disto, ainda que alguns estudos apresentem resultados com baixas
contagens destes grupos microbianos, ndo se pode afirmar que havera
repetibilidade de resultados em todos os lotes de fabricagdo durante um grande
periodo de tempo ja que o leite ndo é pasteurizado.

A Franga, com mais tradicao do que o Brasil na produ¢éo e no consumo
de queijos artesanais, direciona sua fiscalizagdo e seu controle com relagéo a
producdo de enterotoxinas estafilococicas nos queijos, permitindo, assim, a
presenca de S. aureus em nimeros de até 10° UFC.g™". Ainda sim, queijos com

estas contagens sao liberados para comercializagdo, caso o resultado de
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enterotoxinas seja satisfatério. No entanto, ndo esta elucidado se queijos
frescos com alta contagem de S. aureus e auséncia de enterotoxinas vao
permanecer assim ao longo do seu tempo de maturagao.

A producdo de enterotoxinas ocorre em fungdo do crescimento do
microrganismo e das condigdes especificas do meio. Analises feitas pela
fundacdo Ezequiel Dias confirmaram a producdo de enterotoxinas por
S. aureus presentes nos queijos por indugdo em meios de cultura (dados nao-
publicados). No entanto, ndo foi verificada produgcédo de enterotoxinas quando
este microrganismo cresce no queijo. A determinagdo de um tempo especifico
de maturagdo que coincida com o crescimento maximo de S. aureus para a
verificagdo de producdo de enterotoxinas poderia ser uma maneira eficaz para
o julgamento de um queijo, caso S. aureus apresentasse comportamento
homogéneo nos queijos quanto ao tempo maximo para atingir a maior
contagem. No entanto, na pratica, o comportamento dos grupos microbianos
em queijos atinge niveis maximos em diferentes dias de maturagdo ainda que
os queijos sejam produzidos em uma mesma area (ZARATE et al., 1997;
POZNANSKI et al., 2004).

A auséncia de enterotoxinas nos queijos analisados nos estudos
apresentados na Tabela 7 foi constatada utilizando-se o método Vidas Staphy
Enterotoxins. No entanto, em dois estudos apresentados na Tabela 7 foram
feitas analises de enterotoxinas pelo método OSP, que apresentou resultado
positivo apesar da menor sensibilidade deste método (ORNELAS, 2005;
DORES, 2007).

Pinto et al. (2004) ndo detectaram enterotoxinas em 14 amostras de
queijo do Serro com contagens de S. aureus que variaram de 4,5 a
7,2 Log UFC.g™". A auséncia de enterotoxinas em queijos com altas contagens
de Staphylococcus coagulase positiva n&o sugere indicios confiaveis de
seguranga alimentar deste produto. Os queijos Minas artesanais apresentam
condigbes favoraveis para producdo de enterotoxinas como pH e a, (ARAUJO,
2004; PINTO, 2004; MARTINS, 2006; DORES, 2007). Verifica-se que os
resultados demonstram condi¢cdes favoraveis a producédo de enterotoxinas, de

acordo com os valores 6timos de pH e a, mencionados por Forsythe (2002).
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2.4.1. Listeria em queijos artesanais

A busca por queijos seguros e com caracteristicas sensoriais
diferenciadas é crescente (CIMONS, 2001). Os queijos artesanais tradicionais,
pelo fato de serem produzidos com leite cru, s&o reconhecidos por
apresentarem caracteristicas sensoriais pronunciadas e complexas, em virtude
da presenca de enzimas enddgenas nao encontradas em leite pasteurizado
(CIMONS, 2001; DE BUYSER et al., 2001). Os microrganismos que compdem
esta microbiota sdo responsaveis por estas caracteristicas e, além disso, séo
partes intrinsecas do processo (MILLET, 2006).

Na Europa, queijos elaborados com leite cru, ndo tém sido apontados
como alimentos de risco sob o argumento que atualmente os mesmos, séo
mais seguros do que no passado. No entanto, o risco de contaminagao por
L. monocytogenes envolve nao somente leite cru, mas igualmente, o
pasteurizado e o leite microfiltrado devido a possibilidade de pds-contaminagao
(RUDOLF e SCHERER, 2001).

L. monocytogenes foi reconhecida como patdégeno veiculado por

alimentos de grande importancia desde o comeco da década de 1980, quando
surtos de listeriose apresentaram altos indices de mortalidade, principalmente
em grupos especificos da populagdo como recém-nascidos, idosos e
imunocompromeidos (Tabela 8).
L. monocytogenes pode ser encontrada no solo, na agua e na vegetacao.
Consequentemente, pode estar presente na maioria das matérias-primas
utilizadas pela industria de alimentos, que ndo sdo submetidas a processos de
eliminagcao deste microrganismo. O controle eficiente da matéria-prima pode
auxiliar na reducédo da contaminagao, porém, nao garante a auséncia, uma vez
que, além de ser encontrada em varios ambientes, o patégeno pode-se
multiplicar em um amplo intervalo de pH (4,39 a 9,4), temperatura (-0,4 a 45 °C)
e a,, (até 0,92) (Bell, 2002; ICMSF, 1996).

A incidéncia de Listeria em leite cru varia de 0,4 a 12,6 % e é maxima
nos leites produzidos em montanhas com temperaturas baixas, devido a
introdugdo de silagem na alimentacéo (EL-GAZZAR e MARTH, 1991).

Segundo Meyer-Broseta (2003), quando o leite cru esta contaminado,

normalmente as contagens sdo menores que 1 UFC.mL". No entanto, a
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Tabela 8 — Tipos de doengas causadas por L. monocytogenes

Tipos de doenga Tempo de incubagao Sintomas
Zoonoses 1 a2 dias Lesbes localizadas na pele
Infeccdo do neonatal: Recém
nascidos infectados pela mae 1 a 2 dias, normalmente

X - . i~ P Pode ser severa, resultando em
durante o parto ou infecgao de infecgbes congénitas s

. . . meningite e morte.
cruzada de um recém nascido antes do nascimento

para outros no hospital

Sintomas similares ao de uma
gripe moderada ou assintomatica
Varia de 1 dia a muitos  na mae, mas produz implica¢des
meses sérias para o feto como: aborto
espontaneo, nascimento
prematuro e meningite

Infecgdo da mae durante a
gravidez adquirida por alimentos
contaminados. A infecgao é mais
comum no terceiro trimestre de
gravidez

Sintomas moderados ou
assintomaticos que podem
progredir para infecgdes do
sistema nervoso central como

Listeriose adquirida por pessoas

~ o - Varia de 1 dia a muitos
nao gravidas por meio de

! . meses - . .
alimentos contaminados. meningite. Mais comum e mais
severa em imunocomprometidos e
idosos
Listeriose adquirida pelo
consumo de alimentos muito < 24h Vémito e diarréia que
contaminados (>10” . g") de L. normalmente desaparecem

monocytogenes

Fonte: adaptado de Bell (2002).

contaminagdo pode ser elevada (10*- 10° UFC.mL") em caso de mastite. A
estocagem do leite cru sob refrigeragcdo pode também permitir o crescimento
de L. monocytogenes, segundo este mesmo autor.

L. monocytogenes pode ser encontrada em fezes de animais, sendo
capaz de causar sérias infecgdes em ruminantes, particularmente em cabras e
ovelhas (MOSSEL et al., 1995).

Uma vez que a contaminacgao no leite ocorre durante a ordenha, praticas
higiénicas de limpeza e sanitizagdo no Ubere e nas tetas auxiliam na redugao
desta contaminacdo. Quando presente no leite, L. monocytogenes pode
facilmente colonizar os derivados lacteos e todo o ambiente de processamento,
ja que possui habilidade para crescer sob temperaturas de refrigeragéo. A fase
lag deste patdogeno pode variar de 1 a 33 dias sob estocagem a temperaturas
entre 0 e 10 °C (MOSSEL et al., 1995).

Torna-se essencial assegurar a limpeza e desinfec¢do de todo ambiente
de producgao, equipamentos, veiculos de transporte do leite e especial atencao

nos tanques utilizados para o transporte do leite da fazenda até a industria.
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Possiveis falhas inevitavelmente aumentarao as concentragdes deste patdgeno
no leite. Para produgcdo de queijos elaborados com leite cru, estes
procedimentos tornam-se um diferencial para produtos seguros e ndo-seguros
(BELL, 2002).

O efetivo controle de L. monocytogenes no leite tem aumentado em
consequéncia de inspegdes regulares, aplicacdo de APPCCs e efetivas
praticas de higiene (MILLET, 2006). Os fatores que podem elevar o risco de

listeriose ocasionada por alimentos estao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Fatores de risco para contaminacdo de alimentos por
L. monocytogenes

Material cru ou produto exposto a contaminacgao

Produto manufaturado sem etapa de processamento capaz de destruir o patégeno em
questao

Produto com fatores intrinsecos e, ou extrinsecos favoraveis ao desenvolvimento do
patdgenos como: pH neutro, baixo teor de sal, alta umidade.

Produto exposto a pés-contaminagao

Produtos comercializados com longa vida de prateleira sob condi¢des improprias

Produtos comercializados prontos consumo

Fonte: Bell (2002).

A literatura apresenta varios artigos sobre L. monocytogenes, relatando
a sequéncia do seu genoma (GLASER et al., 2001), fatores de viruléncia e sua
expressdo (VASQUEZ-BOLAND, 2001; ESMOLAEVA et al., 2004), resisténcia
ao estresse acido (HILL et al., 2002) e o seu modelo de crescimento,
considerando temperatura, pH e acidos organicos (TIENUNGOON et al., 2000;
McKELLAR et al.,, 2002; LE MARC et al., 2002). Estes estudos possibilitam
estratégias para inibir L. monocytogenes e aumentar o controle dessas
especies. No entanto, estirpes resistentes podem surgir quando uma
substancia antimicrobiana especifica é utilizada (LOESSNER et al., 2003).
Alguns estudos sugerem que barreiras especificas, existentes em produtos
fermentados como queijos elaborados a partir de leite cru, possam ser
alternativa promissora para controle de patdégenos no leite (MILLET, 2006).

Guerra e Bernardo (2001) verificaram inibicdo de L. monocytogenes
Scott A por acidos organicos e perdxido de hidrogénio, produzidos por espécies

de Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e Staphylococcus
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presentes na microbiota do queijo artesanal Alentejo. No entanto, nao foi
verificada produc&o de bacteriocina por nenhuma destas espécies.

Farias et al. (1994) isolaram 25 estirpes a partir de queijos artesanais
argentinos, pertencentes aos géneros Lactococcus, Lactobacillus e
Enterococcus, com efeito antagdnico sobre L. monocytogenes. A produgao de
listeriocinas foi observada somente em quatro estirpes de Enterococcus. Tarelli
et al. (1994) isolaram 116 estirpes de Enterococcus, das quais 21
apresentaram efeito antagbnico sobre Listeria pela produg¢ao de bacteriocinas.

Além da utilizagcao de substancias antimicrobianas naturais, processos
fisicos como tratamento do leite com utilizacdo de altas pressdes pode ser uma
boa alternativa para reducdo do risco de contaminagdo de queijos por
L. monocytogenes (LINTON et al., 2008)

2.5. Nisina

A nisina € uma bacteriocina descoberta em 1928, produzida por varias
estirpes de Lactococcus lactis subsp. lactis. Cleveland et al. (2001) avaliaram a
producao de nisina por 40 estirpes de L. lactis subsp. lactis e observaram que a
bacteriocina foi produzida por 35 estirpes. Segundo BOWER et al. (2002), a
nisina é naturalmente produzida em alimentos fermentados, especialmente
produtos lacteos e vem sendo consumida pelos humanos ao longo do tempo.
Esta bacteriocina, isolada de bactérias do acido latico (BAL), tem seu uso
aprovado em alimentos em mais de 50 paises e possui classificagdo GRAS
(Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration). No
Brasil, seu uso é permitido, com limite de 12,5 mg.kg™ de produto final, para
queijos (ANVISA, 1994).

Estudos de toxicidade tém indicado seguranga no uso da nisina utilizada
como aditivo, sendo o composto digerido pelo sistema digestorio humano pela
enzima a-quimotripsina. Pesquisas de toxicidade aguda, subcrénica e crénica,
assim como estudos in vitro e de resisténcia cruzada demonstram seguranca
para consumo humano na ingestdo diaria aceitavel (IDA) de 2,9 mg/pessoa
adulta/dia (CLEVELAND et al., 2001). No entanto, Moreno et al. (2000a) citam

um valor de ingestao segura 20 vezes maior.
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Segundo Toledo (2000), a molécula da nisina (Figura 4) € um peptideo
de 34 aminoacidos que possui peso molecular de 3,5 kDa, sendo formada por
oito alaninas, quatro acidos aminobutirico (ABA), trés glicinas, trés isoleucinas,
trés lisinas, duas leucinas, duas histidinas, duas metioninas, uma serina, uma
valina, uma prolina, uma asparagina e os aminoacidos incomuns deidroalanina
(DHA) e deidrobutirina (DHB).

Fontes: Sebti e Coma (2002) e Melo (2003).

Figura 4 — Representagéo da estrutura quimica da molécula de nisina.

Uma propriedade quimica importante da nisina & sua consideravel
resisténcia térmica, especialmente em valores de pH acidos, suportando
aquecimento de 115 °C durante 20 minutos com inativagao inferior a 5 % em
pH 3,0 (ADAMS, 2003).

A nisina possui amplo espectro de agéo contra a maioria das bactérias
Gram-positivas, inclusive formadoras de esporos, sendo seu principal mecanismo
de acgao relacionado a formagao de poros na membrana citoplasmatica, por meio
da interacao eletrostatica com os fosfolipideos da membrana (ADAMS, 2003).

A nisina tem demonstrado ser eficaz contra bactérias patogénicas
importantes em alimentos como S. aureus, Staphylococcus epidermidis,
Clostridium botulinum, L. monocytogenes, entre outras (CLEVELAND et al.,
2001; BOWER et al., 2002). Bactérias Gram-negativas, fungos filamentosos e
leveduras sdo menos sensiveis a acao da nisina; no entanto, Bower et al.
(2002) relataram efetividade deste composto contra bactérias Gram-negativas
e fungos filamentosos quando usado em combinagcdo com o EDTA, que é um
agente quelante. Em estudo conduzido por Schillinger et al. (2001) foi relatada

a eficacia de nisina juntamente com culturas de Enterococcus faecium e
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Lactobacillus sakei contra L. monocytogenes em tofu. Hamama et al. (2002)
relataram o efeito antagdnico de nisina sobre S. aureus em queijos elaborados

com leite cru.

2.6. Caracteristicas fisico-quimicas em queijos Minas artesanais

Os estudos de caracterizagao fisico-quimica feitos pelas associag¢des de
produtores (Tabela 3) indicam possibilidades minimas de somente uma
variedade de queijo representar a sua regido. Na regiao do Serro, por exemplo,
pode-se encontrar queijos com teor de gordura no extrato seco variando de
37,0 a 59,0 %. Queijos representantes de uma mesma regido podem
apresentar diferencas superiores a 100 pontos percentuais em relagdo a um
mesmo constituinte. A alta discrepancia da composi¢ao centesimal entre os
queijos de uma mesma regiao pode dificultar o seu processo de caracterizacao.

A auséncia de padronizacdo de etapas especificas do processamento
entre queijos de uma mesma regido e muitas vezes entre os queijos de um
mesmo produtor, como tempo de mexedura, corte da coalhada e prensagem,
contribui efetivamente para a grande variagdo da composi¢do centesimal
encontrada nos queijos como é mostrado na Tabela 9.

A Tabela 9 corrobora a grande variagdo da composi¢cao centesimal dos
queijos Minas artesanais verificadas nos estudos de caracterizagao feitos pelas
associagdes e cooperativas. Citando como exemplo especifico o teor de
gordura, o queijo do Serro poderia ser enquadrado dentro dos limites minimos
e maximos das regides do Cerrado e da Canastra.

Os teores de proteinas encontrados nos queijos do Serro (ARAUJO,
2004; MARTINS, 2006) encontram-se fora dos limites maximos e minimos
verificados pela APAQS (2006). O mesmo acontece com o teor de cloreto
encontrado no queijo do Serro por MACHADO (2004).

Estudos sobre a variagdo da composi¢ao dos diferentes lotes de queijos
de produtores individuais sao importantes e devem ser feitos para que haja
respostas que auxilie a identificagcdo de grupos de produtores homogéneos

criando queijos caracteristicos especificos dentro de uma mesma regiao.
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Tabela 9 — Caracteristicas fisico-quimicas do queijo Minas artesanal

H Gordura Umidade Cloretos Extensao de Profundidade Proteina
. s Maturagao P Maturagao de Maturagéao Total
Referéncia Regiao .
(dias)
Valores médios (%)

Vargas (1998) Serro e Canastra - 5,60 25,00 48,59 3,05 -- -- 28,00
Araujo (2004) Araxa 7 4,85 28,30 45,05 2,06 9,35 5,43 24,40
Machado (2004) Serro 6 4,98 29,22 50,84 4,39 9,18 18,75
Martins et al. (2004) Cerrado 8 5,08 26,50 43,12 1,74 10,34 4,26 25,20
Pinto (2004) Serro 7 4,75 28,21 48,22 1,62 11,01 4,62 22,40
Ornelas (2005) Canastra - - 26,79 43,01 - -- - --
Martins (2006)" Serro 8 5,00 29,00 40,00 1,60 9,99 6,13 24,21
Martins (2006)% Serro 8 4,80 32,00 40,00 1,65 9,17 5,24 21,58
Dores (2007)% Canastra 8 5,03 26,88 45,42 1,43 10,78 6,72 24,75
Dores (2007)* Canastra 8 5,00 30,19 4479 1,50 9,78 5,37 24,64
Silva (2007) Canastra 9 5,24 28,15 43,63 1,95 12,28 9,47 23,90

¥ periodo das aguas; ? periodo da seca; ¥ periodo das aguas; e ¥ periodo da seca.
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Os estudos ainda se encontram em fase preliminar e agdes especificas
devem ser tomadas desde ja para que o processo de caracterizagdo seja
eficiente e sirva, efetivamente, como respaldo para a regulamentacao definitiva

do queijo Minas artesanal.

26



3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido nos laboratérios de fisico-quimica e
microbiologia do Instituto de Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora-MG e no
Laboratério de embalagens do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG. Os experimentos in loco foram
conduzidos em unidades produtoras da regido do Serro-MG e no laboratorio de
analises clinicas da Associagao dos produtores de Queijo Minas Artesanal do

Serro.

3.1. Selegao das unidades produtoras

Foram selecionadas trés unidades produtoras da cidade do Serro-MG,
de acordo com os critérios de adequagao de instalagao, sanidade do rebanho,
boas praticas de fabricagdo, higiene na ordenha, salubridade da queijaria e
existéncia de energia elétrica. A escolha foi feita em reunido com o presidente
da Cooperativa de Produtores de Queijo do Serro, o presidente da associagao

dos produtores e técnicos da Emater-MG.
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3.2. Analises do fermento natural e dos queijos

3.2.1. Analises fisico-quimicas

A determinacdo do pH dos queijos foi feita utilizando medidor de pH
modelo Tecnal, pH Meter Tec-2, introduzindo-se eletrodo especifico para
queijos na parte interna. A determinagédo da a,, foi feita utilizando-se medidor
digital Aqualab modelo CX2T — Decagon Devices, Inc., Washington, USA,
utilizando-se amostras coletadas em toda extensao dos queijos.

As analises de gordura, umidade, cloretos e nitrogénio total foram feitas
de acordo com os métodos oficiais, descritos na Instrugdo Normativa n® 68, de
14 de abril de 2006 (BRASIL, 2006). O nitrogénio nao-protéico (NNP) foi
determinado de acordo com a técnica do acido tricloroacético (PEREIRA et al.,
2001). A proteina verdadeira foi determinada subtraindo-se o valor do NNP do
nitrogénio total. Apds esse calculo, o resultado obtido foi multiplicado por 6,38
(PEREIRA et al., 2001). A extensdo de maturagao foi quantificada pela razédo
(%) entre o nitrogénio soluvel em pH 4,6 e o nitrogénio total, enquanto a
profundidade de protedlise pela razdo (%) entre o valor do nitrogénio nao-
protéico (NNP) pelo valor do nitrogénio total de cada amostra (WOLFSCHOON-
POMBO e LIMA, 1989).

A andlise de perfil de textura (TPA) foi conduzida em maquina universal
de teste mecanico (Instron — Série 3367 Norwood, Massachusetts, USA). As
condicdes de trabalho foram: uma velocidade pré-teste de 1 mm.s™, velocidade
de teste de 1 mm.s™ e velocidade pos-teste de 1 mm.s™, tendo uma distancia
de compressao de 40 % da altura da amostra. Foi utilizada uma probe cilindrica
de 55 mm de didmetro e uma célula de carga de 1 KN, que foi movida
perpendicularmente sobre a amostra de queijo de formato cilindrico de 25 mm
de didmetro e 35 de altura retiradas aleatoriamente das pegas de queijos. A
forca exercida sobre a probe foi automaticamente captada e os parametros
firmeza (N) fraturabilidade (N), gomosidade (N), mastigabilidade (N),
elasticidade (mm) e coesividade foram calculados automaticamente pelo
software Blue Hill 2.0 (Instron — Norwood, Massachusetts, USA), a partir da

curva de forga (N) x tempo (s) gerados durante o teste.
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3.2.2. Analises microbiolégicas

Para analises de S. aureus, coliformes totais e E. coli foram utilizados,
respectivamente o Petrifilm 3M — Rapid S. aureus (RSA) Count Plate (AOAC
981.15) e Petrifilm Coliformes/E.coli (AOAC 991.14 — Contagem de Coliformes
e E. coli em alimentos, pelicula Reidratavel Seca), de acordo com os
procedimentos determinados pelo distribuidor, sendo ambos indicados para
analises em leite e queijos (PONSANO et al., 2000; SCHOELLER e INGHAM,
2001). A contagem de bactérias laticas nos queijos foi feita utilizando-se a
metodologia descrita por Silva et al. (2001).

A deteccdo de Salmonella sp. nos queijos foi feita utilizando-se o Reveal
- Salmonella Test System (AOAC Licengca 96080, Lesher Place Lansing, M
USA 1). A deteccédo de L. monocytogenes nos queijos foi feita utilizando-se os
testes REVEAL para Listeria (AOAC Licenca 960701, Neogen, Lesher Place
Lansing, MI USA), de acordo com os procedimentos determinados pelo
distribuidor. As placas CROMOCEN (BioCen, Campinas, SP, Brasil) foram
utilizadas para contagens de L. innocua e L. monocytogenes. A confirmagao
dos resultados de deteccdo de L. innocua foi feita empregando-se o método
qualitativo apresentado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento-MAPA (BRASIL, 2003).

3.3. Culturas de S. aureus, L. innocua e L. monocytogenes

Foram utilizadas as culturas de S. aureus ATCC 6538, L. monocytogenes
ATCC 15313 e L. innocua ATCC 33090. As culturas estoques foram congeladas,
mantidas, repicadas e ativadas em caldo BHI (S. aureus, L. innocua e

L. monocytogenes). Todas foram repicadas e ativadas a 37 °C.

3.4. Adicao de nisina sobre o crescimento de S. aureus em leite

desnatado reconstituido (LDR) esterilizado

Foi utilizado o preparado comercial contendo Nisina (Chrisin® 2,5 % plp),
cedido pela Christian Hansen (Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda. — Valinhos-SP

Brasil). O preparado comercial foi adicionado diretamente ao leite, até as
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concentracdes desejadas, como indica o fabricante para os testes invitro e
in loco.

Foram adicionadas quantidades de nisina em tubos de vidro com tampas
rosqueaveis contendo 200 mL de LDR 12 % nas concentragbes de 100, 200,
400 e 500 IU/mL de nisina. As amostras foram homogeneizadas e transferidas
em porgdes de 15mL para tubos com tampas rosqueaveis estéreis.
Imediatamente apds adicdo de nisina foram inoculadas, em duplicata,
quantidades de cultura de S. aureus para que a concentragdo atingisse,
aproximadamente, 10* UFC.mL". Apés adicdo de nisina, as amostras
provenientes de todos os tratamentos foram plaqueadas nos tempos 0, 3, 5, 8,
10, 12, 16, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas de incubacdo. Os controles foram

feitos sem a presenca de nisina.
3.4.1. Delineamento estatistico

O experimento foi conduzido com trés repeticbes, em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial, sendo o tempo, os meios de
cultura e as concentragbes de nisina os fatores estudados. Os logaritmos do
nimero de UFC.g™" foram analisados adequadamente por meio de regressao
linear. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
Statistical Analysis System (SAS) — versdo 9.1. Para analise de regresséao
foram aceitos os modelos que apresentaram nivel de significaAncia igual ou
menor que 5 % para modelo e para coeficientes linear e quadratico quando foi

O Caso.

3.5. Efeito da adicao de nisina sobre o crescimento de S. aureus em

queijo Minas artesanal

De acordo com os resultados obtidos no item 3.4 foram escolhidas duas
concentragbes de nisina para continuidade dos experimentos. A nisina foi
adicionada diretamente ao leite durante o processo de fabricagdo do queijo
Minas artesanal do Serro em quantidade necessaria para que atingissem as
concentragdes escolhidas. Apds a fabricagado, os queijos foram encaminhados

ao Instituto de Laticinios Candido Tostes, onde foram maturados a temperatura

30



ambiente por 60 dias. Foram feitas analises microbiologicas de S. aureus e
analises fisico-quimicas de pH, aw, gordura, gordura no extrato seco (GES),
umidade, cloretos, proteinas, extensao e profundidade de maturagdo. Foram
feitas também andlises de perfil de textura (TPA), no laboratério de
embalagens de alimentos da Universidade Federal de Vigosa, avaliando-se a
firmeza, fraturabilidade, gomosidade, mastigabilidade, elasticidade e coesividade.
As analises dos queijos foram feitas nos tempos 3, 7, 14, 30, 45 e 60 dias apos
a fabricagdo. A determinacédo das contagens iniciais de S. aureus no leite foi

feita no laboratério da Associagao dos produtores de queijo do Serro.

3.5.1. Delineamento estatistico

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticoes em esquema fatorial, sendo o tempo e as concentragdes
de nisina os fatores estudados. Os logaritimos do numero de S. aureus foram
submetidos a analise de regressao linear. Os resultados fisico-quimicos e de
TPA foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de Tukey em cada
tempo isoladamente. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do
programa Statistical Analysis System (SAS) — versao 9.1. Para analise de
regressao foram aceitos os modelos que apresentaram nivel de significancia
igual ou menor que 5 % para modelo e para coeficientes linear e quadratico

quando foi o caso.

3.6. Efeito antagbénico do fermento natural in vitro x L. innocua e

L. monocytogenes

Foram inoculadas trés doses: 0,1, 0,3 e 0,5 mL de fermento em frascos
contendo 200 mL de LDR 12 %. Em seguida, foram inoculadas culturas de
L. monocytogenes e L. innocua em cada frasco. Os plagueamentos foram
feitos nos tempos 0, 4, 8, 12, 24 e 28 h de incubagao a 37 °C. Os resultados
das curvas de crescimento dos microrganismos desafiados foram comparados
com os seus respectivos controles, o qual foi feito sem a presenga de fermento
natural. Foram feitas analises de detec¢do de L. innocua e L. monocytogenes

nos fermentos naturais.
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3.6.1. Delineamento estatistico

O experimento foi feito em delineamento inteiramente casualizado,
sendo o tempo, a dose do fermento e o microrganismo isoladamente os fatores
estudados. Os valores foram submetidos a analise de variancia e analisados
adequadamente por meio de regresséo linear e pelo teste de Tukey, quando foi
0 caso. Para analise de regresséo foram aceitos os modelos que apresentaram
nivel de significAncia igual ou menor do que 5% para modelo e para
coeficientes linear e quadratico, quando for o caso. As analises estatisticas
foram realizadas com o auxilio do programa Statistical Analysis System (SAS)

versao 9.1.

3.7. Efeito antagénico in loco da microbiota endégena do queijo Minas

artesanal do Serro sobre L. innocua

Foram produzidos trés lotes de 15 queijos no laboratério da Associagao
de Produtores de Queijo do Serro, Serro-MG, com trés repeticbes adicionando-
se trés concentracdes (10", 10? e 10° UFC.mL™") de L. innocua no leite para
fabricagcdo de queijo Minas artesanal. Cada lote continha entre 10 e 13
unidades experimentais. Em seguida, foram feitas analises de detecgédo e
contagens de L. innocua nos tempos 3, 7, 14, 22, 30, 45 e 60 dias. Foram feitos
também controles negativos, que consistiram na fabricagdo de queijos nao-

inoculados com L. innocua.
3.7.1. Delineamento estatistico

O experimento foi feito em delineamento inteiramente casualizado, sendo
o tempo e o microrganismo os fatores estudados. Os logaritmos das contagens
foram analisados adequadamente por meio de regressao linear e, ou, pelo
teste de Tukey, quando foi o caso. Para analise de regressao foram aceitos os
modelos que apresentaram nivel de significancia igual ou menor que 5 % para
modelo e para coeficientes linear e quadratico, quando for o caso. As analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Statistical Analysis
System (SAS) versao 9.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas fisico-quimicas do fermento natural e do queijo Minas

artesanal do Serro produzido nas propriedades selecionadas

A Tabela 10 mostra os resultados das propriedades fisico-quimicas das
amostras de fermentos naturais utilizadas no processo de fabricagdo dos

queijos nas trés unidades produtoras avaliadas.

Tabela 10 — Propriedades fisico-quimicas do fermento natural utilizado para
fabricagdo do queijo Minas artesanal do Serro em trés unidades

produtoras
Produtor Ndmero pH Acidez titulavel Cloretos
A 3 4,95 a 0,69c 10,14 a
B 3 4,15b 1,26 a 7,24 ab
C 3 5,08 a 0,84 b 536 b

Nas colunas, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey (p = 0,05).

Os resultados mostraram grande variacdo nestas caracteristicas entre
os fermentos naturais utilizados pelos trés produtores (Tabela 10). Trabalhos
conduzidos por Pimentel Filho et al. (2005) apresentaram resultados que
variaram de 3,55 a 22,48 % (m/m) de cloretos e 5,03 a 6,86 de pH. Os valores

de pH do fermento sdo afetados, dentre outros fatores, pela concentragao de
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sal e pelo crescimento da microbiota existente nele. Quanto maior o tempo que
o fermento permanece em temperatura ambiente, maior sera o crescimento
microbiano e, consequentemente, menor o pH. Ndo existe padronizacdo do
tempo de coleta do fermento e tdo pouco na quantidade de sal adicionada ao
queijo, o que ocasionam as grandes diferengas na composi¢cao final dos
fermentos na hora da fabricagdo. Torna-se desejavel a utilizagdo de fermentos
microbiota patogénica, eliminando-a com o tempo, além de predominar nestes
fermentos as bactérias laticas. Sob o ponto de vista tecnoldgico, estes
fermentos podem contribuir de forma efetiva para discrepancia acentuada na
composicao fisico-quimica dos queijos.

Os queijos fabricados com os fermentos analisados anteriormente
apresentaram diferengas significativas nas propriedades fisico-quimicas entre
0s queijos produzidos nas trés unidades produtoras do Serro, como € mostrado

na Tabela 11.

Tabela 11 — Caracteristicas fisico-quimicas do queijo Minas artesanal do Serro
com sete dias de maturacao

Produtor pH Gordura  Umidade Cloretos  Nitrog. Total Proteinas
A 5,06 a 29,96 b 45,34 b 1,25b 380ab 22,62 ¢
B 5,05 ab 28,74 b 48,77 a 1,14 b 4,09 a 24,96 a
C 4,96 b 33,22 a 43,28 b 1,48 a 3,77b 23,54 b

Nas colunas, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey (p = 0,05).

Pode-se observar que os valores encontrados para gordura, umidade e
cloretos encontram-se dentro dos limites encontrados pela APAQS (2006)
mostrados na Tabela 3. Os teores de proteina dos queijos fabricados pelos
produtores B e C encontram-se acima do limite verificado pela APAQS (2006),
que é de 23,18 % (m/m). A atividade de agua, extensdo e profundidade da
maturagao nao diferiram (p = 0,05) pelo teste de Tukey, apresentando médias
de 0,93, 10,47 e 5,00, respectivamente.

Martins (2006) encontrou resultados de teor de proteina semelhantes
aos encontrados neste estudo para o teor de proteinas; no entanto, os valores

de atividade de agua foram superiores aos verificados neste trabalho. Todas as
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outras propriedades fisico-quimicas avaliadas nos queijos foram semelhantes
aos diversos estudos feitos com queijos artesanais na Regido do Serro, como é

mostrado na Tabela 11.

4.2. Caracteristicas microbiolégicas do fermento natural e do queijo Minas

artesanal do Serro

Os resultados das analises microbiolégicas do fermento natural estado

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Valores dos logaritmos decimais das contagens de coliformes
totais e de S. aureus de fermentos naturais obtidos de trés
produtores diferentes

Coliformes totais S. aureus
Produtor ]
Log UFC.mL"
A 2,07b 3,84 a
B 2,50b 1,77 b
C 3,55a 3,34 a

Nas colunas, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey (p = 0,05).

O fermento natural utilizado para fabricagdo dos queijos pelo produtor
“C” foi o que apresentou maior contaminacéao por coliformes e S. aureus, sendo
que este Uultimo apresentou médias iguais, estatisticamente, ao fermento
utilizado pelo produtor “A” (p = 0,05). Comparando-se com a Tabela 12 verifica-
se que o fermento utilizado pelo produtor “C” foi o que apresentou maior valor
meédio de pH e o menor indice de cloretos, o que pode ter contribuido para que
o fermento apresentasse concentragdes mais elevadas destes contaminantes.
O pH médio de 4,15 pode ter contribuido para o baixo nimero de S. aureus e
coliformes totais no fermento do produtor “B”. A menor contagem de coliformes
totais do queijo do produtor “A” pode ser atribuida ao elevado teor de cloretos
nesse fermento, que apresentou média de 10,14 % (m/m). Nao houve diferenca
(p 2 0,05) entre as contagens de E. coli nos fermentos dos trés produtores

avaliados, sendo a média obtida de 1,60.
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Os valores de E. coli, S. aureus e coliformes totais em fermentos
naturais encontrados por Martins (2006) no fermento natural sdo similares aos
verificados neste estudo.

Os resultados das analises microbioldgicas dos queijos fabricados nas
trés unidades produtoras estudadas estdo apresentados na Tabela 13. Nao foi

detectada presenca de Listeria sp. e Salmonella sp. nas amostras analisadas.

Tabela 13 — Valores dos logaritmos decimais das contagens de coliformes
totais, S. aureus, E. coli, meséfilos aerobios e bactérias laticas dos
queijos avaliados nas trés unidades produtoras

Coliformes . Mesofilos Bactérias
. S.aureus E. coli Cy - -
Produtor Totais Aerobios Laticas
Log UFC.g
A 3,69 a 4,04 a 3,24 a 8,66 a 7,18 b
B 3,39b 3,66 b 240b 8,73 a 7,54 a
C 3,79 a 3,95ab 3,29 a 7,94 b 7,76 a

Nas colunas, médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey (p = 0,05).

Os fermentos com maiores contaminagdes por S. aureus (produtores “A”
e “C”, Tabela 13) foram os que originaram queijos mais contaminados com esta
bactéria, como pode ser observado na Tabela 12 e 13. Este resultado reforca a
evidéncia de que o fermento natural exerce efeito nas contagens finais de
S. aureus e outros patdégenos por ele carreado. No entanto, a contagem de
S. aureus verificada no queijo do produtor “B”, cujo fermento continha baixa
concentragdo de S. aureus, mostrou-se elevada nao diferindo da contagem
observada no queijo do produtor “C”, que utilizou fermento natural com alto
numero de S. aureus. A partir destes resultados fica evidente que a
contaminagao do fermento natural ndo é o unico fator decisivo para garantir a
fabricacdo de queijo com baixa contaminagdo deste patégeno. As condigdes
higiénicas dos manipuladores e da qualidade microbiolégica do leite também

devem ser controladas para prevenir a contaminagao do leite e do produto final.
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4.3. Efeito antagbnico in vitro do fermento natural do queijo Minas

artesanal do Serro sobre L. innocua e L. monocytogenes

Nao houve diferenga nos valores de pH em LDR 12 % inoculados com
diferentes doses de fermento em cada tempo isoladamente (p = 0,05), pelo
teste de Tukey. Os coeficientes angulares das curvas de pH referentes as trés
doses de fermento e ao controle também n&o diferiram (p =0,05). Os
coeficientes angulares das curvas de crescimento de L. innocua em LDR 12 %
associados com as doses 0 e 0,1 de fermento nao diferiram, indicando que o
comportamento desta bactéria nas diferentes doses testadas foram iguais. Os
coeficientes angulares das curvas referentes as doses 0,3 e 0,5 mL também
nao diferiram entre si (p = 0,05); no entanto, foram maiores do que aqueles
observados nas doses menores. O comportamento de L. innocua pelas
diferentes doses do fermento natural podem ser observados na Figura 5 € na
Tabela 14.
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Figura 5 — Efeito de diferentes doses de fermento natural inoculado em LDR
12 % e sobre L. innocua: (¢#) dose zero; (m) dose 0,1 mL; (A) dose
0,3 mL (x); dose 0,5 mL; e (o) pH.
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Tabela 14 — Equagdes dos comportamentos de L. innocua desafiadas com
diferentes doses de fermento natural em LDR 12 %

2

Volume do Fermento Natural Equacgao r
0mL y = -0,2733x? + 33488x — 21386 0,9699
0,1 mL y = —0,2336x2 + 2,9443x — 16414 0,9628
0,3 mL y = —0,2594x2 + 2,8856x — 13586 0,9533
0,5 mL y = —0,2425x? + 2,7204x — 13586 0,9703
pH y =0,0389x> — 0,469x2 +11778x + 58571 0,9836

Quando L. monocytogenes foi desafiada com as diferentes doses do
fermento natural utilizadas, também n&o houve diferenca (p = 0,05) nos
coeficientes angulares das retas. Apenas o coeficiente angular da curva de
crescimento em LDR 12 % associado com a dose de 0,5 mL de fermento
diferiu (p < 0,05) das outras curvas que, por sua vez, nao diferiram entre si

(p =2 0,05) como mostram a Figura 6 e a Tabela 15.
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Figura 6 — Efeito de diferentes doses de fermento natural inoculado em LDR
12 % e do pH sobre L. monocytogenes: (¢) dose zero; (m) dose
0,1 mL (A); dose 0,3 mL (x); dose 0,5 mL; e (o) pH.
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Tabela 15 — Equagdes dos comportamentos de L. monocytogenes desafiadas
com diferentes doses de fermento natural em LDR 12 %

Volume do Fermento Natural Equagao r
0mL y = —0,2663x2 + 3,2608x — 21557 0,9640
0,1 mL y = —0,2344x? +2,9849x — 19771 0,9592
0,3 mL y = —0,2055x2 + 2,6495x — 12743 0,9506
0,5 mL y =-0,1980x2 +2,3127x — 09329 0,9670
pH y = 0,0400x3 —0,4708x2 +11306x +59129  0,9777

Os resultados apresentados indicam que a inibicdo de L. innocua e
L. monocytogenes pelo fermento ndo deve ser atribuida exclusivamente ao
decréscimo do pH resultante da produgcdo de acidos organicos. Algumas
espécies de bactérias laticas presentes no fermento natural podem produzir
compostos antimicrobianos exercendo, assim, efeito inibitério sobre os
microrganismos estudados. Estudos mostram a produgao de bacteriocinas por
bactérias laticas, como Lactococcus, (MCAULIFFE et al., 1998; MAO et al.,
2001) com efeito inibidor sobre L. monocytogenes. Castellano et al. (2001)
também verificaram efeito inibidor de bacteriocina produzida por Lactococcus
sobre L. monocytogenes e L .innocua. Hoover et al. (1988) e Pucci et al.
(1988) verificaram efeito inibitério de bacteriocina produzida por Pediococcus
sobre L. monocytogenes.

Harris et al. (1989) demonstraram poder inibitério de bacteriocinas
produzidas por Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus e Leuconostoc sobre
oito estirpes de L. monocytogenes. Motlagh et al. (1992), Lewus et al. (1992),
Blom et al. (1999) e Callewaert et al. (2000) observaram efeito inibitorio de
bacteriocinas produzidas por bactérias laticas sobre Listeria.

A inibicao observada apés o periodo de 12 horas pode ser atribuida ao
sinergismo de compostos produzidos por bactérias laticas e ao decréscimo do
pH. Os coeficientes angulares das equagdes de L. innocua e L. monocytogenes
analisados separadamente em cada dose nao diferiram entre si (p < 0,05) pela

analise de regressao.
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Verificou-se que, a medida que a concentracdo do fermento natural
aumentou, o crescimento de L. monocytogenes e L. innocua diminuiu,

evidenciando, assim, o seu efeito inibitdbrio como é mostrado na Tabela 16.

Tabela 16 — Logaritmos decimais das contagens (UFC.g") de L. innocua e
L. monocytogenes em leite inoculado com diferentes concentra¢des
de fermento

Listeriainnocua Listeria monocyto1genes
Dose de Fermento (log UFC.mL™) (log UFC.mL™)
em 200 mL de Leite
Tempo 0 Maximo Tempo 0 Maximo
0 1,39 aA 7,90 aA 1,33 aA 7,65 aA
0,1 1,55 aA 7,49 aA 1,26 aA 7,37 aA
0,3 1,34 aA 6,15 bB 1,70 bA 7,10 aA
0,5 1,43 aA 6,35 bB 1,59 bA 6,72 bA

Letras mindsculas iguais na coluna n&o diferem entre si (p < 0,05), pelo teste de Tukey. Letras
maiusculas na linha iguais e de mesma cor nao diferem entre si (p < 0,05), pelo teste de Tukey.

Quanto maior a dose de fermento inoculado maior a contagem de bactérias
laticas para sobrepujar o crescimento de L. innocua e L. monocytogenes, pela
producdo de compostos que exercem efeito antagbnico e, ou, pelo decréscimo
do pH.

Nao houve diferenca no crescimento de L. innocua e L. monocytogenes
no controle e na dose 0,1 mL (p = 0,05). No entanto, as doses 0,3 € 0,5 mL de
fermento natural foram mais efetivas contra L. innocua do que
L. monocytogenes (p > 0,05).

Estudos relatam o uso de L. innocua em substituicdo a L. monocytogenes
destacando comportamentos similares de ambas as espécies a tratamentos
térmicos e acidez em frangos e vinhos (FERNANDES et al., 2007; LEPCONTE
et al., 2008). Char et al. (2009) verificaram a similaridade nos resultados
referentes a resisténcia a acidez e ao tratamento térmico que justificaram o uso
de L. innocua como indicadora do comportamento a L. monocytogenes em

suco de laranja.
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4.4. Efeito antagénico in loco da microbiota endégena do queijo Minas

artesanal do Serro sobre L. innocua

A presenca de L. innocua ndo foi verificada nas amostras de queijo
Minas artesanal produzidas como tratamento-controle. Nas amostras de
queijos fabricadas com leite inoculado com populagdo de 10, 10, 10° UFC.mL"
' de L. innocua observou-se aumento de, aproximadamente, dois ciclos log no
numero desta bactéria na massa do queijo (Figura 7). Este aumento é em
razao da concentracdo da populacdo de células pela remogdo do soro. A
reducdo do numero de células viaveis de L. innocua foi observada nas
amostras analisadas a partir do 20° dia de maturagdo dos queijos (Figura 7). A
reducdo na populagdo aos 60 dias de maturacdo foi de, aproximadamente
1 ciclo log independentemente do numero inicial de L. innocua adicionada ao
leite para fabricagdo do queijo. A perda de viabilidade de células de L. innocua
ao longo da maturagdo do queijo Minas pode ser atribuida a presenca de
compostos antagbnicos produzidos por bactérias laticas (PITT et al., 1999) e
também as mudancas fisico-quimicas ocorridas nos queijos ao longo do tempo
de maturagdo. Os resultados mostraram que a agdo da microbiota endégena
do leite adicionada a agdo do fermento ndo foram suficientes para garantir a
auséncia de L. innocua mesmo apds 60 dias de maturacéo (Tabela 17). Com
base nesses resultados, pode-se inferir que a auséncia de Listeria em queijos
do Serro, relatados em diversos trabalhos cientificos (Tabela 12), pode estar
relacionada a auséncia deste microrganismo no leite.

Como base nos dados apresentados na Figura 7, pode-se observar que
o comportamento de L. innocua ao longo de 60 dias foi similar,
independentemente do numero inicial nas trés doses estudadas. As curvas e
equacdes obtidas sao uteis para estimar o tempo necessario para completa
eliminagdo de L. innocua, em fungdo da populagéo inicial verificada. Morgan et
al. (2000) detectaram L. monocytogenes em queijos frescos inoculados com
10 e 102 UFC.mL™ apds 42 dias de maturacéo sob temperatura ambiente e sob
refrigeragdo. Os autores atribuiram o decréscimo na populagdo de
L. monocytogenes aos baixos valores de pH do queijo durante o intervalo de
pH correspondente a 4,25 (7 dias de maturagcdo) até 4,97 (28 dias de

maturagao). Apos este periodo, a populagdo permaneceu a mesma até 42 dias
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Figura 7 — Efeito antag6nico in loco da microbiota endégena do queijo Minas
artesanal do Serro sobre diferentes concentragdes de L. innocua e
pH: (x) 10° UFC. mL™"; (m) 10> UFC. mL™"; (0) 10" UFC. mL™; e (A) pH.

Tabela 17 — Equagdes obtidas para o comportamento de L. innocua em queijo
e do pH do produto durante 60 dias de maturagao

Populagéo inicial de L. innocua 2

(UFC.mL"" leite) Equagao r
10 y = —2x1072x? —0,0301x + 4,9026 0,9780
102 y = -0,0002x2 — 0,0146x + 4,1572 0,9706
10° y = -2x10"°x? - 0,0215x + 3,2471 0,9255
pH y = 0,0004x2 - 0,0269x + 4,952 0,8212

de maturagdo. Kovincic et al. (1991) atribuiram a sobrevivéncia de
L. monocytogenes em queijos, principalmente ao pH e a temperatura de
estocagem.

Estudos mostram que queijos frescos com pH proximo a 4,5 e 2 % de
sal mostraram-se efetivos para inibigcdo deste patdgeno, mas, ainda, permitiram
a sobrevivéncia por pelo menos 90 dias de estocagem a 4 °C. (PAPAGEORGIOU
e MARTH, 1989; GENIGEORGIS et al.,, 1991). Os teores de cloretos
encontrados nos queijos elaborados com diferentes doses de L.innocua

ultrapassaram 2 % somente ap6s 30 dias de maturagdo (Figura 8). Durante os
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Figura 8 — Teores de cloretos do queijo Minas artesanal do Serro inoculados
com diferentes concentragdes de L. innocua: (m) 10° UFC.mL™; (x)
102 UFC. mL™"; e (A) 10" UFC. mL™,

60 dias de maturagao os valores de pH situaram-se entre 4,50 e 4,87 (Figura 8)
e é provavel que o sinergismo dos valores de pH e cloretos possam ter
contribuido para diminuigdo das contagens de L. innocua.

Rogga et al. (2005) detectaram presenca de L. monocytogenes em
queijos Galotyri, elaborados a partir de leite cru e leite pasteurizado e
estocados a 4 e 12 °C apods 28 dias de maturagdo. Os autores verificaram que
a inoculacdo de 10° UFC.mL™" e de 10" UFC.mL™" de L. monocytogenes no
leite, a temperatura de estocagem e o tratamento térmico do leite ndo afetaram
a sobrevivéncia de L. monocytogenes.

Leuschner e Boughtflower (2002) demonstraram que L. monocytogenes
pode sobreviver em queijos frescos elaborados com leite cru mesmo que a
concentragao inicial no leite seja de 1 a 10 UFC.mL™". A Tabela 18 mostra os
resultados correspondentes as meédias das contagens de L. innocua nos
queijos inoculados com os trés valores de populacgao inicial de L. innocua até
os 60 dias de maturacéo.

Analisando a reducdo média da populacédo de L. innocua apods 60 dias
de maturacao, verifica-se que a inoculacdo de um maior numero de L. innocua

inoculada resulta em maior reducao (1,66 ciclos Log). Efeito similar pode ser
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Tabela 18 — Logaritmos decimais das contagens (UFC.g™") de L. innocua em
queijo Minas artesanal do Serro

Concentragao de L. innocua (log UFC.g™")
L. innocua no Leite
Imediatamente Antes da

Tempo (dias)

Fabricagido UFC. mL" 3 7 14 22 30 45 60
0 0 0 0 0 0 0 0
10 3,07c  3,20c 3,11c 2,67c 253c 2,42c 2,00c
102 403b 408b 4,02b 466b 3,63b 291b 254b
10° 468a 480a 461a 420a 390a 353a 3,02a

Letras iguais na coluna nao diferem entre si (p < 0,05), pelo teste de Tukey.

observado comparando-se as redugbdes dos outros dois tratamentos (1,51
ciclos Log quando foram inoculadas 10> UFC.mL™" e 1,07 ciclos Log quando
inoculou-se 10 UFC.mL™" de leite). Morgan et al. (2001) iniciaram a fabricagdo
de queijos com leite apresentando contagens de 10> UFC.mL' de
L. monocytogenes e verificaram redugdes de 1 ciclo Log no interior dos queijos
apos 42 dias de maturagao. Estes resultados sao similares aos encontrados no
presente estudo apods 45 dias de maturagao, quando a fabricagao do queijo foi
iniciada com 102 e 10° UFC.mL™ do leite (Tabela 19). Embora alguns estudos
relatam a eliminagdo de L. monocytogenes em queijos com 60 dias de
maturagdo (AHMED e MARTH, 1990; MAHMOUD et al., 1992), Gameiro et al.
(2007) verificaram a sobrevivéncia desse patégeno em queijos fabricados com

leite cru de ovelha contaminados naturalmente por 120 dias.

4.5. Efeito da adicao de nisina sobre o crescimento de S. aureus em LDR
12 %

O efeito de diferentes concentragdes de nisina, adicionada ao LDR sobre
S. aureus esta apresentado na Figura 9. Observou-se reducédo gradativa do
crescimento quando as doses 100 e 200 IU.mL.™ foram utilizadas em relagéo
ao controle. Foi observado também, um efeito bactericida sobre S. aureus
quando foram utilizadas as doses 400 e 500 IU.mL™ nas primeiras 48 h de
incubagcdo. A duracdo da fase estacionaria de S. aureus no controle ocorreu
entre 24 e 72 h apds a incubacdo (Figura 9). As fases estacionarias

observadas na presencga das doses de 100 e 200 IU.mL™" ocorreram entre 48 e
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Figura 9 — Efeito de diferentes doses de nisina em LDR 12 % sobre S. aureus:
(¢) 0, (w) 100 IU.mL™"; (A) 200 IU.mL™; (x) 400 IU.mL™"; e (o)
500 IU.mL™".

72 h apdés o periodo de incubacdo, enquanto para as doses de 400 e
500 IU.mL™" o intervalo observado foi 96 e 120 h. O tempo para o crescimento
maximo e as concentracbes maximas de S. aureus foram inversamente
proporcionais a dose de nisina adicionada, conforme €& apresentado na
Tabela 19.

A concentracao final de S. aureus em LDR observada nas amostras
contendo nisina mostrou que esta bacteriocina é eficiente no controle deste
microrganismo em leite. Estudos mostram que a efetividade de nisina diminui
em fungdo do aumento do tamanho da populagdo do microrganismo-alvo
(RAYMAN et al., 1981; SCOTT e TAYLOR, 1981). Tal fato pode ser uma das
explicacbes para o aumento da populacdo de S. aureus apds 24 horas em
todos os tratamentos. Varias pesquisas relatam o uso de nisina na
conservacao de leite fluido. Takahashi et al. (2003) verificaram que 400 [U.mL™
de nisina inibiram 26,2 % da cultura de S. aureus FRI-196E.

Wirjantoro e Lewis (1996) verificaram aumento da vida de prateleira de
leite com 40 IU. mL™" de nisina. Em estudo anterior, Fowler e Gasson (1991)
relataram a extensdo da vida de prateleira de leite pasteurizado integral por
mais de 6 dias, com a adigdo de 20 a 400 IU. mL™" de nisina. Wajid e Kalra

(1976) reportaram a validade de 60 dias em leite de vaca esterilizado adicionado
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Tabela 19 — Tempo e concentragcbes maximas de S. aureus em fungao de
diferentes doses de nisina adicionadas em LDR 12 %

Dose de Nisina (IU. mL'1) > aureuslrll.it():?a:JFC. m L((l)l?)rlizz-er?rll_;uhlfaéégg)o
0 3,88 7,24 (48 horas)
100 3,92 6,47 (48 horas)
200 3,89 6,11 (48 horas)
400 4,05 5,53 (96 horas)
500 4,03 5,42 (120 horas)

de 30 a 50 IU. mL™" nisina em comparacao a validade de 3 a 7 dias do leite sem

nisina.

4.6. Efeito da adicao de nisina sobre o crescimento de S. aureus no queijo

Minas artesanal do Serro

Tanto o tempo quanto a dose de nisina adicionados ao queijo
influenciaram (p < 0,05) no comportamento de S. aureus. A Figura 10 mostra a
sobrevivéncia de S. aureus em queijos na auséncia e na presenga de
concentracdes de nisina. Observa-se que houve aumento da populagdo de
S. aureus na massa em relagdo ao leite no controle, enquanto nos queijos dos
tratamentos com nisina houve reducdo em fungao, possivelmente, da atividade
bactericida da bacteriocina. A reducao foi diretamente proporcional a dose de
nisina inoculada. A nisina foi efetiva na redugcdo da populagcdo entre a
inoculacédo de S. aureus no leite até o0 momento da obtencdo da massa. Apds
esse periodo, a taxa de morte pode ter sido provocada pelas alteracdes fisico-
quimicas (Tabela 20) do queijo, em fungdo do tempo de maturagcéo e também
pela producdo de acidos organicos, bacteriocinas e outros compostos que
agem sinergisticamente com nisina, aumentando a sua efetividade (PROCTOR
e CUNNINGHAM, 1993; BUNCIC et al.,, 1995; AVERY e BUNCIC, 1997,
ZAPICO et al., 1998; BOUSSOUEL et al., 2000; CHUNG e HANCOCK, 2000).
No entanto, ao mesmo tempo outros fatores podem ter contribuido para
diminuir a efetividade da nisina ao longo do tempo de maturagdo, como o
aumento do pH e o crescimento da microbiota resistente a nisina residual no
queijo (SCOTT e TAYLOR, 1981a,b; RAYMAN et al., 1981).
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Figura 10 — Sobrevivéncia de S. aureus em queijos Minas artesanais do Serro,
fabricados com diferentes concentragbes de nisina: (¢) O;
(m) 100 lU.mL™; e (A) 500 IU.mL". As setas indicam contagens
nao-detectaveis pela técnica utilizada.

Houve diferenga nos valores de pH dos queijos dos diferentes tratamen-
tos em funcao do tempo (p < 0,05). As alteragdes dos valores de pH ocorridas
nos queijos de todos os tratamentos e o controle durante os 60 dias de
maturagdo podem nao ter influenciado nas diferengas entre as contagens de
S.aureus entre os tratamentos e o controle, uma vez que nao diferiram entre si
(p 2 0,05) quando analisados em cada tempo isoladamente, como mostra a
Tabela 20.

A dose e a atividade do fermento natural podem ocasionar em variagdes
dos valores de pH dos queijos. As doses de fermento utilizadas neste
experimento foram padronizadas para que interferissem o minimo possivel na
variagcao da acidificagao dos queijos entre os diferentes tratamentos. Tal pratica
nao é seguida pelos diferentes produtores e até mesmo entres os diferentes
lotes fabricados por um mesmo produtor que ajusta a dose do fermento em
funcdo das estagdes do ano e até de dias chuvosos (PINTO, 2004). Tal fato
pode contribuir de forma efetiva para a variagao dos valores de pH encontrados
nos diversos trabalhos envolvendo queijo do Serro (Tabela 9). A padronizagao

da quantidade de fermento é impraticavel, segundo a maioria dos produtores
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Tabela 20 — Mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas dos queijos, nos
diferentes tempos de maturacao, em funcao das diferentes doses
de nisina adicionadas

Dias DN (IU. mL™) UMID (%) GORD (%) pH CL (%) a,

0 44,63° 24,17° 4,85° 1,78° 0,94°

7 100 44,35° 23,67° 4,78° 2,03° 0,93°
500 46,73° 23172 4,847 2,212 0,94°

0 38,472 27,832 5,012 1,96° 0,92°

14 100 37,972 27,67° 5,082 2,18° 0,92°
500 37,072 26,387 5,122 2,447 0,92°

0 29,29° 32,37° 5132 2,24° 0,88°

30 100 31,25° 30,40° 517° 2,21° 0,89°
500 32,39° 32,10° 5,212 2,55 0,89°

0 24,78° 34,47° 5,202 2,37° 0,86°

45 100 28,342 34,337 5,16° 2,43° 0,86°
500 27,16° 33,03° 5,242 2,87° 0,87°

0 23,12° 37,67° 5,208 2,41° 0,83°

60 100 22,502 36,23° 5,282 2,34° 0,83°
500 23,26° 36,17° 5,282 2,90° 0,85°

Para cada tempo isoladamente, nas colunas, as médias seguidas pelas mesmas letras
sobrescritas ndo diferem entre si (p=0,05), pelo teste de Tukey. DN =dose de nisina;
UMID = umidade; GORD = gordura; CL = cloretos; e a,, = atividade de agua.

entrevistados por Pinto (2004), devido a microbiota do mesmo ser fortemente
influenciada pelas condigdes climaticas.

O queijo Minas artesanal do Serro € consumido em média com 7 dias de
maturacao. No decorrer do periodo de maturacdo ha aumento dos valores de
pH, que esta relacionado com a protedlise que ocorre neste periodo, com a
utilizagao do acido latico por outras bactérias ou leveduras e leva-lo a formagao
de compostos nitrogenados alcalinos (CORTEZ, 1998). Os resultados deste
estudo sdo similares aos encontrados por Martins (2006) em queijos Minas
artesanal do Serro maturado por 60 dias a temperatura ambiente.

Além da maturacao e do fermento, a prensagem também tem influéncia
no pH final do queijo, ja que neste ponto da fabricagdo a massa ainda contém
consideravel teor de lactose, que depende do tratamento a que foi submetida a
coalhada na elaboragao, e que sera eliminado se o queijo for adequadamente
prensado (FURTADO, 1990).

Houve aumento (p <0,05) dos teores de cloretos nas amostras de
queijos de todos os tratamentos durante o periodo de maturagédo, devido a

perda de umidade, em fungcdo do tempo prolongado de maturacdo. Uma
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evidéncia da eficiéncia da nisina na inibicdo de S. aureus pode ser observada
comparando-se os teores de cloretos dos tratamentos e o controle (Tabela 20).
O queijo-controle e o queijo tratado com 100 IU. mL™ de nisina apresentaram
menores (p < 0,05) teores de cloretos, do que o queijo tratado com 500 IU. mL”’
durante o periodo de 60 dias de maturagcdo, com exceg¢ao do sétimo dia onde
os teores de cloretos dos dois tratamentos foram maiores (p < 0,05) que o
queijo-controle. Os valores de cloretos encontrados no presente estudo s&o
similares aos encontrados em estudo de maturagdo de queijo Minas artesanal
do Serro, maturados sob temperatura ambiente (MARTINS, 2006). Thomas e
Wimpenny (1996) verificaram que concentragdes de cloretos acima de 2 %
aumentam a eficiéncia da nisina contra S. aureus, tornando-se ainda maior
quando associada as temperaturas baixas, que nao foi o caso deste estudo. A
dose de nisina a ser utilizada deve estar relacionada aos fatores intrinsecos de
crescimento do microrganismo-alvo, como pH e concentragcdo de cloretos, no
alimento especifico que exercem influéncia significativa no seu crescimento
(FALEIRO et al., 2003; MILLET et al., 2006).

Nos queijos do Serro, como os outros queijos artesanais, a salga é feita
com sal grosso ou sal refinado na superficie da massa. Segundo Jaramillo et
al. (1999), neste método o sal atua de forma muito direta, dispersa-se
rapidamente e acelera a expulsdo do soro, sendo utilizado principalmente em
queijos frescos, de consumo imediato. As variagbes dos teores de cloretos
entre os tratamentos encontrados no presente trabalho foram minimas, quando
comparadas com outros trabalhos. Este fato pode ser explicado pela auséncia
de qualquer medidor que determine a dosagem exata de sal a ser adicionado
na massa do queijo entre os produtores. Neste trabalho todas as etapas do
processamento foram realizadas de modo que as variagbes ocasionadas por
essa etapa fossem minimas. Outro ponto determinante € a falta de controle do
tempo de salga, contribuindo ainda mais para esta variagao.

A umidade dos queijos diminuiu (p <0,05) ao longo do tempo de
maturagao. Pequena diferenca de umidade (p < 0,05) foi observada entre os
queijos no sétimo dia e entre 30 e 45 dias de maturagdo. Com 7 dias de
maturagdo, a umidade dos queijos tratados com 500 IU. mL”" de nisina
encontrava-se maior (p <0,05) do que aquelas observadas nos queijos

tratados com 100 IU. mL" e nos queijos-controle. Ainda que a umidade dos
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queijos tratados com 500 IU. mL" seja mais favoravel a sobrevivéncia de
S. aureus, este tratamento foi o que apresentou maior taxa de morte do
microrganismo, segundo as equagdes apresentadas na Tabela 21. Apos 30 e
45 dias de maturagao, os queijos dos diferentes tratamentos apresentaram
umidade maior (p < 0,05) do que o controle. Com 60 dias de maturagdo, os

queijos nao apresentaram diferenca (p = 0,05) nos valores de umidade.

Tabela 21 — Equacgdes obtidas para o comportamento de S. aureus em queijo
Minas artesanal do Serro sob diferentes concentragdes de nisina

2

Dose de nisina Equacao r
0 y =-0,1 22x2 + 0,371x + 4,255 0,979
100 IU.mL"" y =-0,08x2 - 0,502x + 4,830 0,983
500 IU.mL™" y = 0,066x2 —1056x + 5,138 0,978

O tempo total de fabricacdo do queijo do Serro é relativamente pequeno,
0 que contribui sensivelmente para um alto teor de umidade presente neste
queijo durante os primeiros dias de fabricacdo. O conteudo de umidade do
queijo ndo €, em grande parte, afetado pelo pH durante a dessoragem, mas é
determinado principalmente pela quantidade de sinérese ocorrida durante a
fabricacdo. Quanto maior o tempo total de fabricacdo, maior a oportunidade de
sinérese e menor o teor de umidade no queijo final (KINDSTEDT, 1997).

Verificou-se aumento dos teores de gordura nos queijos (p < 0,05) ao
longo do tempo de maturagao, provocado pela perda de umidade que promove
0 aumento da concentragado dos solutos no queijo ao longo da maturagéo. Os
teores de gordura verificados neste trabalho encontram-se abaixo daqueles
encontrados por Martins (2006). Este fato pode ter sido ocasionado pelo
grande periodo de estiagem na regiao (7 meses) antes da realizacdo deste
experimento. Somente no 30° dia de maturagdo o queijo inoculado com
100 IU mL™ de nisina apresentou teor de gordura menor (p < 0,05) que os
queijos inoculados com 500 IU. mL" e o controle. De acordo com o regulamento
técnico de identidade dos queijos — Portaria n® 146/96 (BRASIL, 1996), os queijos
do Serro podem ainda ser considerados semigordos, por estarem dentro da
faixa de 25 a 44,9 % de gordura.
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Segundo Eck (1987), a matéria gorda nao participa na formagao do
coagulo, encontrando-se nele aprisionada de forma inerte. Quando a taxa de
matéria gorda e o0 seu grau de dispersdo aumentam, a sinérese é retardada.
Uma pequena fragdo de matéria gorda é eliminada com o soro latico. Estas
perdas aumentam com a riqueza do leite em matéria gorda e com a
intensidade do trabalho mecanico, antes e depois da coagulagao.

A a, verificada nas amostras de queijos dos diferentes tratamentos
diminuiu (p <0,05) ao longo do tempo de maturagdo. Os valores de ay
encontrados no presente estudo encontram-se abaixo daqueles encontrados
por Martins (2006). No entanto, o autor calculou a a,, por método indireto. Nao
houve diferenca (p =20,05) nos valores de a, dos queijos dos diferentes
tratamentos e do grupo-controle quando analisados isoladamente em cada
tempo durante os 60 dias de maturacgao.

Além da umidade, outros parametros como os indices de maturagao e o
teor de sal também influenciam a a, presente nos queijos. O teor de sal
influencia devido ao seu baixo peso molecular e a sua alta solubilidade. O
indice de maturacao também interfere na a,,, devido ao efeito dos aminoacidos
de cadeias laterais com grupos polares ou ionizaveis que interagem facilmente
com a agua, abaixando a a,, (FURTADO, 1990). Durante todo o periodo de
maturacao, a a,, € alterada, pois a desidratagéo contribui para o seu abaixamento.

Ainda que os valores de a,, encontrados nos queijos estejam abaixo do
minimo necessario para o crescimento de microrganismos patogénicos, a ay
nao pode por si propria ser considerada uma barreira para inibicdo do
crescimento de patdogenos, uma vez que estes valores podem mudar em
diferentes regides do queijo, criando, assim microambientes que favoregam o
crescimento do patégeno (BERESFORD et al., 2001).

Houve aumento dos indices de maturagdo dos queijos de cada
tratamento (p < 0,05) ao longo do tempo de maturacdo (Figura 11). Os queijos
tratados com nisina apresentaram menor extensdo e profundidade de
maturacgao (p < 0,05) ao longo de 60 dias, em relagao ao controle, em cada
tempo analisado isoladamente. No entanto, diferiram entre si (p <0,05)
somente nos tempos 45 e 60 dias. Partindo de valores iguais de extensao e
profundidade nos dois tratamentos, pode-se concluir que os queijos tratados

com a maior dose de nisina apresentaram maior extensao e profundidade de
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Figura 11 — Extensdao e profundidade de maturacdo em queijos Minas
artesanais do Serro, fabricados com diferentes concentracbes de
nisina: (m) 0; (¢) 100 IU.mL™; e (A) 500 IU.mL™".

maturagdo (p <0,05) depois de 60 dias maturados. Apesar de os queijos
tratados com nisina apresentarem menor indice de protedlise durante a maturacao,
ainda assim estes valores foram similares aos encontrados por Martins (2006).

O menor indice de maturagcdo nos queijos tratados com nisina em
relacdo ao controle (p <0,05), quando analisados isoladamente em cada
tempo, pode ser explicado pela acdo da nisina sobre a membrana
citoplasmatica de bactérias Gram-positivas responsaveis pela protedlise do
queijo durante a maturagdao (MONTVILLE e CHEN, 1998). De fato, os queijos
tratados com nisina apresentaram menor contagem de bactérias laticas
(p < 0,05) ao final dos 60 dias de maturagdo, como € mostrado na Figura 12.
Os valores para extensao e profundidade de maturagdo em queijos Minas
artesanais encontrados na literatura s&o variados. Em relagédo a extensao, essa
variagcado € ocasionada pelo uso indiscriminado do coalho e a grande variagéo
no tempo de coagulagao (PINTO, 2004), ja a profundidade varia possivelmente
em virtude da microbiota diversificada presente no fermento natural.

Segundo BALDINI et al. (1998), a protedlise é o fenbmeno mais
importante que ocorre durante a maturagdo da maioria dos queijos e influencia

fortemente suas caracteristicas de aroma, sabor e textura. As bactérias laticas
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Figura 12 — Logaritmo do ntiimero de UFC.mL™" de bactérias laticas em queijos
Minas artesanais do Serro fabricados com diferentes concentra-
coes de nisina: (m) 0; (¢) 100 IU.mL™"; (A) 500 IU.mL-1.

sao as principais responsaveis pela formacido de aminoacidos e pequenos
peptideos, em razao da natureza das enzimas proteoliticas encontradas nestes
microrganismos (ECK, 1987).

Tanto o tempo quanto a dose de nisina influenciaram (p < 0,05) no
comportamento de bactérias laticas ao longo do tempo. Observou-se aumento
do numero de bactérias laticas na massa em relagao ao leite no grupo-controle.
O mesmo nao ocorreu com os queijos adicionados de nisina devido a agéo da
bacteriocina sobre diversas espécies de bactérias laticas (MORENO et al,
2000b). Este fendbmeno foi similar ao ocorrido quando S. aureus foi avaliado
(Figura 17), em que a maior efetividade da nisina ocorreu no intervalo entre a
inoculacdo da nisina no leite e a obtengdo da massa. Ao longo do tempo, a
morte de bactérias laticas pode ser atribuida, além do efeito da nisina, as
alteragdes fisico-quimicas ocorridas nos queijos em fungdo da maturagao.
Avangos em engenharia genética, por meio da utilizacdo de transposon,
possibilitam a utilizagdo de cultura starter resistente a acdo da nisina (RAUCH
e VOS, 1992). No entanto, atualmente isso ndo é aplicado em queijos Minas
artesanais.

Nao houve diferenca (p =0,05) entre as concentragbes iniciais de

bactérias laticas no leite. No entanto, as concentragbes de bactérias laticas
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diferiram entre si (p < 0,05) na massa e nos tempos 7, 14 e 30 dias, sendo que
0 controle apresentou as maiores médias destes microrganismos e o queijo
tratado com a maior dose de nisina apresentou a menor média. Nos tempos 45
e 60 dias, o controle apresentou maior média (p < 0,05) do que os queijos
tratados com nisina, que, por sua vez, nao diferiram entre si (p = 0,05).

A adicdo de nisina em queijo Camembert, feito com leite cru, tem
resultado na diminuigdo de cinco a seis ciclos Log na populacdo de
L. monocytogenes (Maisnier-Patin et al., 1992). Em ricota contendo nisina, a
inibicdo de L. monocytogenes foi por mais de oito semanas estocadas a 6-8 °C,
enquanto o controle continha numeros nao-aceitaveis do patégeno, ao longo de
duas semanas (DAVIES et al.,, 1997). As contagens de L. monocytogenes
reduziram sete ciclos log em queijos Cottage, contendo nisina e estocados a
20 °C, em trés dias, enquanto nos queijos-controle a reducgéo foi de apenas um
ciclo log apos sete dias (FERREIRA e LUND, 1996).

Hamama et al. (2002) observaram auséncia de S. aureus em queijos
Jben inoculados (10° UFC.mL™") apés trés dias de estocagem a 4° C, utilizando-
se culturas de Lactococcus produtoras de nisina. S. aureus foi detectado no
mesmo periodo quando a cultura starter de Lactococcus ndo era produtora de
nisina. Neste mesmo estudo, a cultura starter produtora de nisina nao foi
suficiente para eliminar uma populagao inicial de 10° UFC.mL™ de S. aureus e
nem impedir a producao de enterotoxinas.

O efeito inibitério de nisina sobre S. aureus em queijo Minas artesanal do
Serro pode estar associado ndao s6 a concentracido de nisina, mas, também, ao
efeito sinergistico da microbiota endégena do leite, que produz antimicrobianos
naturais, como acido latico e perdxido de hidrogénio com consequente redugao
do pH.

4.7. Efeito da adigdo de nisina sobre as caracteristicas mecéanicas (TPA)

do queijo Minas artesanal do Serro

A interagdo entre tempo e os tratamentos foi significativa (p < 0,05) para
os parametros: firmeza, fraturabilidade, elasticidade, gomosidade, mastigabilidade
e coesividade. Nao foi observada interagcado (p = 0,05) entre o tempo e os

tratamentos para o parametro adesividade, cujas médias ao longo do tempo de
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maturacéo foram de -0,003, -0,002 e -0,003 N.cm™' para o controle e os queijos
tratados com 100 e 500 IU. mL™, respectivamente. Nao foi observada diferenca
(p = 0,05) entre os queijos dos tratamentos com nisina e o controle ao longo do
tempo de maturacdo, quando analisados isoladamente em cada tempo
especifico para os parametros analisados, exceto com relacdo a elasticidade
(Tabela 22). Observou-se aumento da firmeza, gomosidade coesividade e
mastigabilidade em relagdo ao tempo (p <0,05), devido, provavelmente, a
porosidade do queijo, que permite decréscimo da umidade, aumentando,
assim, os valores dos parametros citados (ECK, 1987; DIMITRELI e
THOMAREIS, 2007). Resultados similares foram encontrados por Green et al.
(1986) e Stampanoni e Noble (1991), que observaram aumento dos valores
desses parametros com redugao do teor de umidade dos queijos. Creamer e
Olson, (1986), Marshall (1990) e Dimitreli e Thomareis (2007) verificaram que o
aumento do teor de proteinas e a penetracdo do sal na matriz protéica do
gueijo ocasionam aumento nos valores dos parametros acima avaliados.

Aumento da firmeza provocou, consequentemente, aumento (p < 0,05)
da fraturabilidade dos queijos, em relagdo ao tempo de maturagdo. A
fraturabilidade é influenciada pela a,, pH, umidade e concentracdo de sal
(LAWRENCE et al., 1897; FERNANDEZ DEL POZO, 1988; BUFFA et al., 2001;).

A elasticidade dos queijos aumentou (p <0,05) com o tempo de
maturacao. Este fendmeno ocorre, provavelmente, em razdo da atividade do
coalho residual, que € o principal agente da protedlise primaria, responsavel
pelo amaciamento da rede protéica, relaxando a cadeia e, aumentando, assim,
a elasticidade do queijo (FOX 1993; PRENTICE et al., 1993). Nos tempos 14 e
30 dias de maturagdo, os queijos tratados com 500 IU.mL-1 de nisina
apresentaram maior elasticidade. No entanto, com 60 dias de maturagdo nao
foi verificada diferenga entre os queijos que continham nisina e os do
tratamento-controle, sem nisina (p = 0,05).

Pinto (2004) relata que o queijo Minas artesanal do Serro € consumido
principalmente até o sétimo dia de maturacgéao. Isto pode ser explicado pelo fato
de os parametros avaliados pelo perfil de textura serem aceitos ou ndo pelos
consumidores, em fungdo da expectativa que tém de cada queijo (FOEGEDING e
DRAKE, 2007).
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Tabela 22 — Perfil de Textura de queijo Minas artesanal do Serro tratado com diferentes doses de nisina ao longo do tempo de

maturacao
Maturacéo (dias) DN FIR FRAT GOM COES ELAST MAST

0 47,59° 31,93° 26,76° 0,67° 6,39° 181,01°

7 100 53,832 59,44° 31,07° 0,60? 6,51° 210,50°
500 57,447 36,78° 24,242 0,64° 6,44° 242,487

0 135,04° 44,91° 53,29° 0,68° 6,07° 432,97°

14 100 132,29° 87,55° 48,71° 0,66° 6,17° 487,16°
500 139,02° 95,47° 59,52° 0,66° 7,37° 563,29°

0 192,28° 115,61° 68,35% 0,67° 5,86° 644,28°

30 100 217,942 146,97° 71,472 0,66° 6,49° 714,86°
500 201,212 134,99° 76,70° 0,67° 7,48° 767,12°

0 243,76° 186,36° 72,822 0,71% 6,57° 708,47°

45 100 256,95° 180,97° 84,422 0,71% 7,13° 780,79°
500 272,33° 232,62° 84,712 0,70° 7,542 836,76°

0 453,78° 276,85° 98,15° 0,70° 6,69° 1116,45°

60 100 423,76° 300,52° 104,57° 0,70° 717° 1073,68°
500 434,96° 315,76° 116,61° 0,72° 7,52° 1166,33?

Para cada tempo, nas colunas, as médias seguidas pelas mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si (p = 0,05), pelo teste de Tukey. DN = dose de
nisina (IU. mL'1); FIR = firmeza (N); FRAT = fraturabilidade; GOM = gomosidade (N); COES = coesividade; ELAST = elasticidade; e MAST = mastigabilidade

(N).
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Estudos sobre o perfil de textura sdao de extrema importancia no
processo de caracterizagcdo dos queijos Minas artesanais, pois essa
caracteristica esta diretamente relacionada com a aceitabilidade do consumidor.
Além disto, estudos detalhados do perfil de textura desses queijos tornam-se
valiosa ferramenta para diferenciar os queijos de uma regiao e possibilita que

padrdes rigorosos sejam estabelecidos.
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6. CONCLUSAO

Variagbes microbiologicas nas populagbes de E. coli, S. aureus,
mesofilos aerdbios e bactérias laticas, encontradas nos queijos produzidos nas
unidades estudadas, podem ter sido ocasionadas pelas variacdes, em relacéo
ao pH, a acidez titulavel e aos cloretos verificados no fermento natural
utilizados nas trés unidades produtoras. Pode-se concluir que se os fermentos
naturais possuem propriedades diferentes, serdo produzidos queijos com
variagbes em suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, por
conseguinte, os fermentos oriundos desses queijos apresentarao propriedades
diferentes, tornando-se um ciclo.

Apesar da implementacao de boas praticas de fabricacdo nas unidades
selecionadas, os queijos analisados apresentaram contagens acima dos limites
preconizados pela legislagao de E. coli e S. aureus, oriundos, provavelmente,
do leite cru.

O fermento natural inibiu o crescimento de L. innocua e L. monocytogenes
no teste in vitro. A inibicao foi diretamente proporcional a dose de fermento
utilizada, sugerindo, assim, que aliado a maturagao, o fermento pode eliminar
0S microrganismos presentes se a contaminacao inicial do leite for menor do
que as verificadas neste estudo.

A microbiota enddgena do leite e o tempo de maturacédo de 60 dias néo
foram suficientes para eliminar L. innocua no queijo, quando o leite possuia

contaminac&o inicial de 10 UFC.mL" deste microrganismo. Este resultado
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permite concluir que o queijo Minas artesanal do Serro pode carrear Listeria
mesmo depois de 60 dias de maturagcdo, quando o leite utilizado para
fabricagdo conter pelo menos, 10 UFC.mL™" de Listeria.

As doses de nisina adicionadas em LDR apresentaram efeito bactericida
sobre S. aureus, aumentando a fase lag deste microrganismo no leite e
diminuindo as concentragdes maximas finais no leite.

A nisina apresentou eficiéncia contra S. aureus no queijo, principalmente
na etapa de coagulagdo do leite e separacéo do soro. Este fato resultou em
menores concentragdes iniciais de S. aureus no queijo.

A utilizagao de nisina ndo implica em niveis aceitaveis de S. aureus, pois
a dose a ser utilizada é dependente da contaminagéo inicial da matéria-prima.
Sendo assim, ela pode ser eficiente no controle de S. aureus quando houver
cuidados na obtencdo da matéria-prima, e condigbes higiénicas de
manipulacdo que minimizam a contaminacao inicial do leite. Utilizando-se leites
com baixas contagens de S. aureus e adicionando-se nisina ao processo de
fabricagédo, os queijos produzidos podem apresentar contagens de S. aureus
abaixo do limite preconizado pela legislagéo.

A adicao de nisina ao processo de fabricagao resultou em menor nimero
de bactérias laticas no queijo. Este fato provocou menores indices de
maturagdo nos queijos ao longo do tempo. No entanto, o mercado demanda
queijos frescos, o que implica que esses menores indices de maturagdo néo
ocasionardo menor aceitabilidade desses queijos no mercado. Além disto, a
nisina n&o provocou alteragcdes nas caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas
dos queijos, ao longo do periodo de maturagdo, de acordo com os resultados
apresentados da analise de perfil de textura, evidenciando que a menor
contagem de bactérias laticas nao foi suficiente para ocasionar mudancas nos

queijos.
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