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RESUMO

DORES, Milene Therezinha das, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2007. Queijo Minas artesanal da Canastra maturado a temperatura ambiente
e sob refrigeracdo. Orientadora: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira. Co-
orientadores: Antonio Fernandes de Carvalho e Mauro Mansur Furtado.

O objetivo deste trabalho foi verificar o periodo minimo de matura¢do do queijo
Minas artesanal da Canastra, com base nos critérios microbioldgicos exigidos pela lei
estadual N° 14.185 de 31 de janeiro de 2002, especifica para queijos artesanais.
Avaliou-se as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante 64 dias de
maturagao nos queijos; a presenca de enterotoxina estafiloccocica dos queijos com oito
dias de fabricacdo além de identificar materiais estranhos nas amostras também com
oito dias de fabricacdo. Os resultados das andlises microscOpicas mostraram que as
contagens de particulas estranhas no periodo da seca foi 41,3% maior do que aquelas do
periodo das dguas. As particulas de poeira, areia e arddsia foram as mais freqiientes.
Todas as varidveis fisico-quimicas sofreram influéncia do tempo ao longo dos 64 dias
de maturacdo para os queijos armazenados a temperatura ambiente, independente do
periodo de das dguas ou da seca. Ja as amostras refrigeradas, coletadas no periodo das
aguas apresentaram diferenca significativa para as varidveis de gordura no extrato seco,
nitrogénio solivel em pH 4,6 e nitrogénio solivel em TCA 12%. No periodo da seca
apenas o teor de gordura foi influénciado pelo tempo de maturacdo. Esses dados
sugerem uma maior aceleracdo do processo de maturacdo para os queijos mantidos a
temperatura ambiente. A alteracdo das varidveis fisico-quimicas ao longo da maturacao
para os queijos mantidos a temperatura ambiente teve um papel importante na
modulacdo da microbiota desses queijos o que provocou uma reduc¢do do nimero de
contaminantes avaliados. Desta forma, os queijos mantidos a temperatura ambiente
atingiram mais rapidamente os padroes minimos exigidos pela legislacdo vigente. A

espécie S. aureus foi a que permaneceu por mais tempo em contagens mais altas
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definindo o tempo minimo necessdrio para a maturagdo dos queijos. Assim,
independente do periodo de coleta a temperatura ambiente foi decisiva para redugdo da
microbiota patogé€nica com 22 dias de maturacdo. Por sua vez, os queijos maturados sob
refrigeracdo so atingiram os padrdes permitidos pela legislagao aos 35 dias, para queijos
fabricados no periodo da seca, e, ao valor estimado de 87 dias para aqueles fabricados
no periodo das 4guas. A enterotoxina do tipo SEA foi detectado em 75% das 16
amostras analisadas, com oito dias de fabricacdo. Entretanto as toxinas SEB, SEC e
SED a analise foi negativa. Os resultados encontrados neste trabalho indicaram que a
maturacdo sob temperatura de refrigeracdo nao foi suficiente para inibir a microbiota
patogénica e ao mesmo tempo dificultou a reducdo desta, o que gera queijos com 60
dias de maturagdo com baixa qualidade microbiolégica e descaracterizado

sensorialmente.
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ABSTRACT

DORES, Milene Therezinha das, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, September of
2007. Artisanal Minas cheese from the Canastra Mountain Range matured at
room temperature and under refrigeration. Adviser: Célia Lucia de Luces Fortes
Ferreira. Co-Advisers: Antonio Fernandes de Carvalho and Mauro Mansur Furtado.

The purpose of this work was to verify the minimum period of ripening of the
artisanal Minas cheese from the Canastra Mountain Range, on the basis of the
microbiological criteria demanded by the State Law N. 14,185 from 31* January, 2002,
specific for artisanal cheeses. It was evaluated the microbiological and physicochemical
characteristics during 64 days of the ripening from the cheeses; the presence of
staphylococci enterotoxin of the cheeses with eight days of manufacture, besides the
identification of strange materials in the samples with eight days of manufacture. The
results of the microscopic analyses showed that the countings of extraneous materials
during the dry period were 41.3% greater than those of the raining period. The particles
of dust, sand and slate were the most frequent. All the physicochemical variables
suffered influence from the time during the 64 days of ripening for the cheeses stored at
room temperature, independently of the period, rainy or dry. The refrigerated samples,
collected in the raining period showed a significant difference for the variables of fat in
the dry extract, pH 4,6 soluble nitrogen, and soluble nitrogen in 12% TCA. In the dry
period only the fat index was influenced by the ripening period. These data indicate an
acceleration of the ripening process for the cheeses kept at room temperature. The
alteration of the physicochemical variables along the ripening for the cheeses kept at
room temperature, played an important role in the modulation of these cheeses
microbiota, what a reduction of the number of contaminants evaluated. In this way, the
cheeses kept at room temperature reached faster the minimum standards demanded by

the current law. S. aureus was the species one that remained longer in greater countings



defining the necessary minimum time for the ripening of the cheeses. So, independently
of the collecting period, the room temperature was decisive for the reduction of
pathogenic microbiota with 22 days of ripening. On the other, the cheeses matured
under refrigeration, only reached the side standards allowed by the legislation at 35 days
for cheeses manufactured in the dry period, and, at an esteemed rate at 87 days for those
manufactured in the raining period. The enterotoxin of SEA type was detected in 75%
of the 16 analyzed samples, within eight days of manufacture. However for SEB, SEC
and SED toxins, the analysis was negative. The results found in this work indicate that
the ripening under refrigerated temperature is not sufficient to inhibit pathogenic
microorganisms, and at the same time made its reduction difficult, what makes cheeses
with 60 days of ripening with low microbiological quality and deprived of sensorial

characteristics.



1. INTRODUCAO

Produzido a partir de leite cru, o queijo Minas artesanal é provavelmente o mais
antigo e tradicional queijo brasileiro, e a sua fabricacdo até hoje faz parte da cultura de
um povo e constitui um patrimonio a ser preservado, como um testemunho do passado e
de uma maneira de viver. No Estado de Minas Gerais, esta atividade artesanal €
comprovadamente geradora de renda para a agricultura familiar e estd presente em 519
dos 853 municipios do Estado. De acordo com dados de 2004, o estado de Minas Gerais
produz cerca de 70 mil toneladas de queijo Minas artesanal por ano, desses 33.570
toneladas sdo produzidas nas quatro regides tradicionais onde o processo de fabricac¢do
foi tombado pelo governo mineiro em 2002. Sdo elas: Serro, Alto Paranaiba, Araxa e
Serra da Canastra.

Inserida no circuito das principais regides produtoras de queijos Minas artesanal
do Estado de Minas Gerais, a regido da Serra da Canastra é composta pelos municipios
de Bambui, Delfin6polis, Medeiros, Piumhi, Sao Roque de Minas, Tapirai e Vargem
Bonita, e localiza-se no Centro-Oeste do estado, as margens do rio Sdo Francisco,
abrangendo uma 4rea de 6.453 km?. Privilegiada pela localizacdo préxima a grandes
centros consumidores, pela grande quantidade de dgua e pelo clima ameno, a regido tem
na agropecudria uma das principais fontes de riqueza. Produz anualmente 4.470
toneladas de queijo artesanal em mais de duas mil propriedades rurais gerando cerca de
5.000 empregos diretos (EMATER, 2004). Na regidao de Medeiros 85% de todo o leite
produzido é transformado em queijo, o que representa mais de 35% de todo o queijo
artesanal produzido na regido da Serra da Canastra.

A fabricacdo tradicional do queijo Minas artesanal caracteriza-se pela adi¢ao ao
leite cru, recém ordenhado, de um fermento endégeno (“‘pingo”), coletado da mesma
forma em todas as regides e adicionado para direcionar a fermentacao. Hoje, os queijos
artesanais ainda sao produzidos pela mesma técnica de fabricacdo que os antepassados,
mas vé-se a necessidade de adaptacdes para adequar este importante produto, as normas

higi€nicas e sanitdrias estabelecidas pela legislacdo. Por ser um produto bastante
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manipulado e produzido com leite cru, o queijo Minas artesanal pode gerar
conseqiiéncias graves a sadde publica pela possibilidade de veiculagdo de
microorganismos patogénicos e/ou suas toxinas. Diante deste fato a legislacdo brasileira
(BRASIL, 1996) permite a comercializacdo do queijo produzido com leite cru, desde
que seja maturado por 60 dias a uma temperatura superior a 5°C. Porém este longo
tempo de maturacdo inviabiliza a comercializagdo do produto, tanto sob aspectos
econdmicos para o pequeno produtor assim como na descaracteriza¢do sensorial do
queijo. Ja o produto comercializado fresco e refrigerado, como tem sido colocado no
mercado, geralmente ndo atinge os limites microbioldgicos estabelecidos pela legislacao
(ARAUIJO, 2004, PINTO, 2004 ¢ MARTINS, 2006).

Poucos estudos cientificos foram feitos, até 0 momento, comprovando o papel da
maturagdo na modulagdo das caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas dos
queijos mineiros com 60 dias de maturacio. MARTINS (2006) avaliou o efeito da
maturacdo sobre as caracteristicas microbiolégicas do queijo do Serro armazenado a
duas temperaturas, ambiente e sob refrigeracdao por um periodo de 64 dias e constatou
que em um periodo de 17 dias a temperatura ambiente (25°C) foi suficiente para
enquadrar os queijos com a legislacdo estadual N°14. 185 (2002), especifica para
queijos artesanais. No entanto para as mesmas caracteristicas, no queijo mantido a
temperatura de refrigeracdo, a adequacao s6 foi observada com 63 dias de maturacao.

Conhecer os efeitos da maturacdo sobre a modulacdo da microbiota patogé€nica
além das caracteristicas fisico-quimicas desses queijos faz-se necessdrio para direcionar
as adequacdes que estdo sendo feitas nas unidades produtoras, no treinamento dos
produtores, assim como para legalizar a comercializacdo e permitir que este comércio
saia da clandestinidade. Sem a definicdo do periodo de maturacdo a que deverd ser
submetido o produto, por lei, a comercializacdo do queijo artesanal da Serra da
Canastra, que é muito consumido e apreciado, continuard sem padrdo, a maior parte de
sua producdo continuard na clandestinidade e muitas vezes poderdao colocar em risco a
satide do consumidor.

Diante do exposto, o objetivo principal deste trabalho foi determinar o tempo
minimo necessario de maturacdo do queijo Canastra, em duas temperaturas de
armazenamento, ambiente e sob refrigeracdo e em dois periodos de fabricacdo, dguas e
seca. Além de avaliar o efeito da maturacdo na modulagdo das caracteristicas fisico-
quimicas, durante um periodo de 64 dias e identificar a presenca de material estranho

nos queijos fabricados, com oito dias de fabricagdo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O Estado de Minas Gerais € o primeiro produtor de leite e de queijos do pais, e
assim contribui, com um ter¢o da producao nacional. A producao de queijos em Minas
Gerais € de aproximadamente 215 mil toneladas por ano, o que representa a metade de
todo o queijo consumido pelo brasileiro — 2,7 kg per capita por ano. Dessa produgdo, 70
mil toneladas por ano vém do queijo Minas artesanal, produzido em 519 dos 843
municipios mineiros. Essa producdo é caracterizada como de pequena escala, sendo
fabricado diretamente na fazenda, ocupando 30 mil familias de pequenos proprietérios e
mais de 100 mil pessoas. Desses, cerca de 11.000 sao produtores das quatro principais
regides do Estado, Serro, Alto Paranaiba, Serra da Canastra e Araxd, consideradas
tradicionais e que produzem por ano 33.570 toneladas de queijo em 46 municipios e

gera 26.870 empregos diretos (GLOBO RURAL, 2002; ABIQ, 2004; EMATER, 2004).

2.1. Queijo Minas Artesanal

O queijo Minas artesanal € provavelmente o mais antigo e tradicional queijo
brasileiro, tendo a sua fabrica¢do iniciada no séc. XIX (FURTADO e LOURENCO
NETO, 1994). De acordo com a Lei Estadual N°. 14.185, de janeiro de 2002, o queijo
Minas artesanal € todo queijo confeccionado conforme a tradi¢@o histérica e cultural da
regido do estado onde for produzido, a partir do leite integral da vaca, fresco e cru, sem
nenhum tratamento térmico, retirado e beneficiado na propriedade de origem, que
apresente consisténcia firme, cor e sabor préprios, massa uniforme, isenta de corante e
conservantes. Conforme a mesma Lei, o inicio do processamento do queijo Minas
artesanal deve ser até noventa minutos apds o come¢o da ordenha e, na fabricacdo,
devem ser utilizados como ingredientes culturas laticas naturais como “pingo”, soro
fermentado, coalho e sal. O “pingo” também conhecido como cultura enddgena, €
definido como fermento resultante da dessoragem dos queijos ja salgados, e coletado de

um dia para outro, sendo, portanto, um soro fermentado com certa quantidade de sal,
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que pode agir como inibidor de algumas fermentacdes indesejaveis e confere ao queijo

caracteristicas fisico-quimicos e organolépticas especificas (FERREIRA, 2002).

2.2. Queijo artesanal da Serra da Canastra

A regido da Canastra localiza-se no sudoeste do Estado de Minas Gerais, e
abrange uma 4rea de 6.453 km® O queijo artesanal constitui o principal produto da
regido sendo produzido em mais de duas mil propriedades rurais em varios municipios
que limitam com o Parque Nacional da Serra da Canastra, exclusivamente nos
municipios de Bambui, Medeiros, Piumhi, Sao Roque de Minas, Tapirai, Vargem
Bonita e Delfindpolis, gerando 5.227 empregos diretos e producdo anual de 4.470
toneladas, segundo dados de 2004. Esses valores evidenciam a importancia historica,
cultural social e econdmica desse produto na agricultura familiar, de subsisténcia, da
regiio (EMATER, 2003; MINAS FAZ CIENCIA, 2006).

A fabricag@o e consumo do queijo na regido da Serra Canastra sdo confundidos
com a histéria do povoamento local, iniciado com a busca de minerais e pedras
preciosas por familias oriundas de Sdo Jodo D’el Rei, Barbacena e do Sul de Minas que
foram em busca de diamantes e outras pedras preciosas. Os primeiros habitantes foram
os descendentes dos indios Caiapés e Cataguases, além dos quilombos que foram
numerosos por toda a regido. O produto era consumido pelas familias e comercializado
junto aos tropeiros que passavam pela regido e distribuiam estes produtos para diversas
comarcas.

O processamento era rudimentar, sendo o coalho natural, obtido da raspagem do
estdmago seco do tatu, porco ou do bezerro macho. Como fermento latico, usava-se o
“pingo”, sendo que usualmente era trocado entre os produtores de queijo. A producdo
era guardada em malas de couro (bruacas ou buracas) e transportada em lombo de
muares ou em carros de boi. Naquela época, em funcao das dificuldades de transporte, o
queijo chegava a ser comercializado com 30 dias a 60 dias de maturacgao.

Auguste de Saint-Hilaire, em passagem pela regido, imortalizou suas percepgdes
por meio da obra “Viagem as Nascente do Rio Sdo Francisco”, onde descrevia
minuciosamente tudo que encontrava pelo caminho. J. Emanuel Pohl (1818) também

descreve a regidao de Bambui e a beleza do Rio Sdo Francisco no seu livro “Viagem ao



Interior do Brasil”. Ambos, no século XIX, relataram o queijo artesanal como produto

de expressdo na alimentagdo e na economia regional.

2.3. Fabricacao do Queijo Canastra

7z

O processo de producdo do queijo Canastra é artesanal e obedece a normas
regulamentadas que abrangem a produc¢do de queijos artesanais produzidos a partir de
leite cru, beneficiados nas queijarias das propriedades rurais, sem utilizacao de técnicas
industriais (Lei estadual N°14.185/2002). Por ser artesanal, cada produtor segue uma
tecnologia prépria, muitas vezes passada de pais para filhos através de geracdes. Essa
flexibilidade da tecnologia resulta em produtos sem uniformidade. Na Figura 01 ¢é
apresentado o fluxograma de fabricacdo e na Figura 02 estd indicado as principais
etapas do processo de fabricacdo do queijo Canastra. Imediatamente apds a ordenha,
que pode ser manual ou mecanica, o leite passa pelo processo de filtragem que € feito
por meio de filtro ou tecido sintético, em seguida o leite € transferido para o tanque de
fabricagdo, onde € adicionado o “pingo” e o coalho.

Apos a coagulacdo, a coalhada é deixada em repouso por cerca de cinco minutos,
seguida de agitacdo lenta de, aproximadamente, meia hora até a obtencdo da massa
firme. A partir dai, € eliminado parte do soro e feita a compressao da massa nas formas,
com as maos e com auxilio de um tecido. A salga € realizada primeiro de um lado do
queijo e, apds duas horas, na outra face, neste momento é que, o “pingo” € coletado para
producdo do queijo do dia seguinte. Os queijos sdo tirados da férma no dia posterior,
maturados por um periodo que varia de 8 dias a 15 dias, dependendo da preferéncia do

consumidor e enfim levados para o comércio.



Ordenha manual ou mecanica

-

Filtragem
O processo de filtragem ¢€ feito com filtro ou tecido sintético

-

Adicao do “pingo” e coalho

-

Coagulacao do leite (40 — 60 minutos)

-

Corte da massa
A massa € cortada com pd ou régua, em média 40 a 50 minutos apds a adi¢cao do coalho.

-

Separacgdo do soro

-

Enformagem
Formas com 15 cm a 17 cm de didmetro interno revestidas com tecido sintético.

-

Prensagem
Processo manual efetuado com auxilio do tecido sintético e as maos

-

Salga
A massa enformada recebe o sal grosso numa das superficies. Apds duas horas, vira-se
0 queijo e repete-se 0 processo.

-

Maturagao
Ap6s 24 horas o queijo € retirado da forma, colocado em prateleiras.

Figura 1 — Fluxograma de producao do queijo Minas artesanal da Canastra (EMATER,
2004).
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Figura 02 — Principais etapas do processo de fabricacdo do queijo da Canastra. A:
Ordenha; B: Filtro externo a queijaria; C: Filtro interno a queijaria; D:
Corte da massa; E: Enformagem; F: Prensagem; G: Coleta do “pingo” e
H: Maturacao.



O queijo da Serra da Canastra possui formato cilindrico com, aproximadamente, 18
cm de didmetro, 4 cm a 6 cm de altura e pesa em torno de um quilo, sendo que em
algumas propriedades o queijo é produzido com didmetro ligeiramente maior € um
pouco menor em altura (Figura 03). Sua casca é esbranquicada, tendendo a transformar-
se numa crosta fina e amarelada quando maturado por alguns dias. A massa € branca e
resistente, as vezes ligeiramente quebradica. Apresenta aberturas mecanicas de pequeno
tamanho e é comum a presenca de pequenas olhaduras irregulares. O queijo Minas
artesanal apresenta caracteristicas proximas aquelas do queijo Minas Padrdo, com sabor

tipico e acentuadamente mais dcido. (EMATER, 2003; IMA,2007).

Figura 03 — Queijo Minas artesanal da regido da Serra da Canastra apés 22 dias de

maturacao.

2.4. Legislacoes do queijo Minas artesanal

Atualmente a legislacdo brasileira proibe a comercializacdo de queijos produzidos
com leite cru, a ndo ser que este seja maturado por um periodo minimo de 60 dias, a
uma temperatura superior a 5°C (RESOL. N°7, DE 28/11/2000 — ANEXOI). Este longo
periodo de maturacdo inviabiliza a comercializacdo legal do queijo, que normalmente é
comercializado com uma semana de maturacdo a temperatura de refrigeracdo. Com o
objetivo de resguardar a seguranca alimentar dos consumidores o governo do estado de
Minas Gerais, lancou leis especificas para os queijos Minas Artesanais como a lei
estadual N°14.185 de 31 de janeiro de 2002, que estabelece critérios de funcionamento
e controle da producgdo desses queijos. Essa lei segue os mesmos critérios da Legislacdao

Federal (BRASIL, 1996) para queijos industrias de alta umidade. Além de determinar



parametros microbioldgicos (Tabela 1), a lei estadual estabelece também critérios de
qualidade no processamento, na obtencdo da matéria-prima, da dgua e adequacgdao das
queijarias, currais, equipamentos, utensilios e manipuladores.

As boas préticas agropecudrias regulam a producao do queijo Minas artesanal
por meio de trés portarias do Instituto Mineiro de Agropecudria (IMA): Portaria N° 517,
de 14 de junho de 2002 que estabelece normas de defesa sanitiria para rebanhos
fornecedores de leite para a producdo de queijo Minas artesanal; Portaria N° 518, de 14
de junho de 2002 que dispde sobre requisitos bdsicos das instalacdes, materiais e
equipamentos para a fabrica¢do do queijo Minas artesanal; e Portaria N° 523, de 23 de
julho de 2002 que estabelece normas sobre as condi¢des higi€nico-sanitdrias e as boas

praticas de manipulacio e fabricagdo.

Tabela 1 — Parametros microbiolégicos estabelecidos pela Lei estadual N° 14.185 de
2002 para queijos artesanais e pela Legislacio Federal, para queijos

industriais.

Lei Estadual Legislacao Federal (Queijos)

Microrganismo
Lei n® 14.185 Alta Umidade Média Umidade

. n=5¢c=2 n=5¢c=2 n=5¢c=2
Coliformes 30°C 1, — 5000 M = 10.000 m=5.000 M =10.000 m = 1.000 M = 5.000

) n=5¢c=2 n=5¢c=2 n=5c¢c=2
Coliformes 45°C 1, _ 1 000 M =5.000 m=1.000 M = 5.000 m = 100 M = 500

n=5¢c=2 n=5¢c=2 n=5c¢c=2

Staphylococcus
m = 100 M = 1.000 m = 100 M = 1.000 m = 100 M = 1000

Coagulase +

Listeria s n=5¢c=0 n=5¢c=0 n=5c¢c=0
isteria sp 0 =0 o
n=5¢c=0 n=5¢c=0 n=5¢c=0
Salmonella sp m=0 me0 =0

Fonte: Lei n® 14.185, de 31/1/2002; BRASIL (1996).

2.5. O processo de Maturaciao

O processo de maturacio do queijo compreende um conjunto de complexas
modificagdes bioquimicas que incluem protedlise, lipdlise e a glicdlise (FOX, 1993).

Como resultado deste processo os principais componentes do queijo, como proteinas,

9



lipideos e lactose, sao transformados em produtos primarios e as modificacdes ocorridas
nesses com maior ou menor intensidade levam os produtos secundarios. (FOX et al.,
1993). Entre os principais componentes resultantes do processo de maturagdo estdo os
aminoécidos, aminas, acidos, tidis, tioésteres de proteinas; dcidos graxos, metilcetonas,
lactonas e ésteres de lipideos; 4cidos organicos como, o latico, acético e propidnico;
didxido de carbono, ésteres e alcodis da lactose, sendo esses 0s principais responsaveis

pelas caracteristicas sensoriais e fisicas de cada tipo de queijo (FOX,1993) (Figura 04).
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Caseina

Renina —>

Peptideos derivados

da caseina Lipases e
Proteinases esterases
de bactérias —» provenientes
starters da renina,
culturas e

Peptideos amargos  ingredientes

Peptidases —
de bactérias

Gordura do leite Lactose e citrato
Metabolismo
’ energético
de BAL NS

starters
Peptideos
menores
Peptidases
de bactérias starters J
e NS v y v
Amino4cidos Acidos graxos Metabolismo
secundario
v
Catabolismo de Aminoacidos Metabolismo secundario e Metabolismo secundario
quimico

l

BAL starters e NS, Propionibactéria, bactérias aerébios da superficie Leuconostoc, NS LAB
e leveduras, reagdes quimicas

l l

e propionibacteria

A A
I . . . o ). . <.
CO, Tioésteres  Cetoacidos  Esteres Alcoois T1(J)1s Acido Acido CA)Z
de gordura aldeidos acético  propidnico
Aminas Hidrogénio = Amobnia  Fenil esteres Lactonas Etanol
sulfidrico

BAL - Bactérias do acido latico. NS - ndo starters

Fonte: LAW (2001)

Figura 04 - Bioquimica basica da maturacdo de queijo.
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2.5.1. Lipodlise

A hidrédlise da gordura presente no leite, denominada lipdlise, € importante na
formacdo do aroma, porém ndo altera a textura do queijo. Na maioria dos queijos a
lipdlise ndo € extensa, sendo um pouco mais significativa para queijos oriundos de leite
cru. (FOX, 1993). As lipases ativas no queijo provém de microrganismos e das lipases
naturais do leite. Sendo estas dltimas inativadas por valores de pH inferiores a 6,5 e por
temperaturas elevadas.

Ja as bactérias do acido latico (BAL) ndo utilizam a gordura do leite como fonte da
energia e sdo basicamente sacaroliticas. Essas enzimas atuam sobre os triacilglicerois, e
produzem &cidos graxos de cadeia curta como butirico, capréico, caprilico e caprico
(FERREIRA, 2001). A lipdlise nos queijos € influénciada pelo aumento de temperatura,
populacdo alta de bactérias psicrotroficas e homogeneizacio do leite (WASTRA,

NOOMEN e GEURTS, 1999).

2.5.2. Proteodlise

Durante os processos bioquimicos envolvidos durante a maturacdo de queijos, a
protedlise € a mais complexa e, e possivelmente a mais importante. Consiste na
degradacao das proteinas em produtos mais simples e mais soluveis. Neste processo, a
casefna € hidrolisada a peptideos de alto, médio e baixo peso molecular, aminodcidos,
amidas e amonias, por enzimas proteoliticas (FARKYE, 1995), cuja procedéncia pode
ser do proprio leite, das bactérias que contaminam o leite, do coalho ou enzima
coagulante, das bactérias liticas ou mesmo da flora secunddrio (SOUSA, ARDO e
McSWEENEY , 2001).

Duas fases caracterizam o fendmeno de protedlise, a protedlise primdria e a
secunddria. A protedlise primdria compreende as reacdes responsdveis pela formagao de
peptideos de médio ou alto peso molecular a partir da caseina, que influéncia no
desenvolvimento da textura, esse tipo de protedlise € catalisada por acdo das enzimas do
coalho e das proteases naturais do leite, como as, plasminas e catepsinas D
(LAWRENCEE, et al., 1987; ROSENBERG et al., 1995; EARLY, 1998). A protedlise
secunddria, na qual intervém as proteinases e peptidases microbianas, produz peptideos,

aminodcidos e outras substancias nitrogenadas de baixo peso molecular, a partir dos

12



quais formam substincias aromaticas voldteis e ndo volateis (RANK, et al., 1985 e
LAWRENCE, et al., 1987)

A protedlise contribui para as modificacdes ocorridas na textura, por meio da
quebra da rede protéica, diminuicdo da atividade de dgua, formacdo de novas ligacdes
entre a dgua, grupos carboxilas e aminos liberados, e com o aumento do pH,
principalmente para variedades de queijos maturados por fungos, o que facilita a
liberacdo de compostos aromdticos. Sua contribuicdo direta para o sabor ocorre
mediante a formagao de peptideos e aminoacidos livres, assim como a liberacdo de
substratos (aminodcidos) para reagdes de transaminagdo, deaminacao, descarboxilagao,
dessulfuracdo, catabolismo de aminoécidos arométicos e reagdes de aminodcidos com
outros compostos (SOUSA, ARDO e McSWEENEY, 2001). O teor de sal afeta
diretamente a protedlise, pois inibe o desenvolvimento das bactérias laticas, o que
diminui a producio de enzimas proteoliticas. (KINDSTEDT, 1993).

Como modificagdo bioquimica mais complexa da maturacdo, a protedlise é causada
por agentes proteoliticos de diversas fontes. A funcdo desses agentes € hidrolisar a
caseina em peptideos e aminodcidos. Segundo SOUZA, ARDO e McSWEENEY
(2001), esta atividade nos queijos durante a maturacdo ¢é influénciada pelo sistema de
proteinases e peptidases do coagulante residual, das enzimas endégenas do leite, do
fermento ldtico, bactérias laticas que ndo fazem parte do fermento, e culturas laticas
secunddrias, como por exemplo, bactérias propidnicas, Brevibacterium, Arthobacter,
Penicillium ssp, além da razao sal/umidade, temperatura de maturagdo e modifica¢do do
pH durante a maturacdo. Na Figura 05 indica as etapas de degradacdo da caseina

durante a fabricacdo e matura¢ao do queijo.
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CASEINA Culturas starters
Culturas nao starters
Coalho Plasmina

PEPTIDEOS DE MAIOR PM*

Culturas starters

Coalho E Culturas nao starters
v
PEPTIDEOS DE MENOR PM*
l Culturas starters
i Culturas néo starters
AMINOACIDOS
Reagdes ndo enzimaticas
Culturas nao starters
AMINAS A,LDEI'DOS COMPOSTOS
ALCOOIS SULFURADOS

Fonte: MENENDEZ et al., (1999)
*PM = peso molecular

Figura 05 — Fluxograma da degradacdo da caseina durante o processo de fabricacdo e
maturacao.

O método tradicional para determinagdo do grau de protedlise basea-se na
determinacdo das fracdes nitrogenadas, como nitrogénio soldvel, o nitrogénio nado
protéico, o nitrogénio aminico e o amoniacal. As fragdes nitrogenadas sdo compostos,
cuja Unica caracteristica comum € apresentar nitrogénio em sua molécula. Estas fracoes
sao determinadas durante o processo de maturagdo de varios tipos de queijos, com o
objetivo de verificar a intensidade de solubilizacdo da caseina durante a maturacio pelo
fracionamento dos compostos soldveis e insoliveis e quantificagdo pelo método Kjedahl
ou por métodos espectrofotométricos.

O grau de protedlise pode ser medido, por meio de indices denominados indice
de extensdo e indice de profundidade. O indice de extensdo de maturacdo (IEM) é
caracterizado pelo teor de substincias nitrogenadas soliveis acumuladas na fase aquosa
dos queijos. Pode ser expresso em porcentagem de nitrogénio total, sendo conseqiiéncia
da agdo proteolitica das enzimas do coalho e da plasmina sobre a caseina liberando
peptideos de alto peso molecular (WOLFSCHOON-POMBO e LIMA, 1989). A

determinac¢do analitica baseia se na precipitacdo isoelétrica da caseina a pH menor que
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4,6 em uma amostra de queijo e a quantificacdo das substancias soliveis pode ser
efetuada pelo método de Kjedahl (FARKYE e FOX, 1990).

O indice de profundidade (IPM) da protedlise relaciona as substancias
nitrogenadas de baixo peso molecular acumuladas durante o processo de maturagio, em
funcdo principalmente a acdo proteolitica das enzimas microbianas sobre compostos
nitrogenados oriundos da degradagdo da caseina. O IPM pode ser quantificada pelo teor

de nitrogénio ndo protéico (NPN), medido pelo nitrogénio soluvel em TCA 12%.

2.5.3. Enzimas que atuam durante a maturacao

A maturacdo € uma etapa importante no desenvolvimento da textura, do sabor e do
aroma nos queijos. O processo de maturacdo é considerado basicamente um processo
enzimatico, onde cerca de cinco agentes estdo envolvidos na maturacdo do queijo entre
eles estdo i) as enzimas do coalho, ii) enzimas naturais do leite, iii) enzimas de bactérias
“starter”, iv) enzimas de bactérias “starter” secundarios e v) enzimas de bactérias “ néo

starter” (FOX, 1993).

2.5.3.1. Enzimas do Coalho

Além da fun¢do coagulante das enzimas do coalho, importante para a fabricacao
de queijos, sua acdo proteolitica desempenha um papel importante na protedlise
primdaria do queijo (VICENTE et al.,, 2001). Segundo FRESNO BARO (2000), as
enzimas coagulantes empregadas na fabricacdo de queijos, exercem acdes
caracteristicas, que dependeram do tipo de enzima empregada, podendo ser de origem
animal (estomago de bezzerro, carneiro, etc.), microbiana (Bacillus subtiles,
Rhizomucor mieihei, R. pusillus, Chryphonectria parasitica, etc.), vegetal (Cynara
cardunculus, Ficus carica, Carica papaya), obtidas por engenharia genética ou
recombinante, genes de quimosina clonado em bactérias fungos ou leveduras. Essas
enzimas sdao endopeptidases que cortam as cadeias protéicas em pontos de clivagem
especificos e liberam peptideos e aminodcidos. Na fabricacdo do queijo grande parte da
atividade do coagulante € perdida no soro e cerca de 6%, do coagulante adicionado ao

leite, € retido no queijo, chamado de coalho residual (FOX, 1993). A atividade residual
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¢ dependente do tipo de enzima coagulante, das condi¢des de fabricacdo, como por
exemplo pH do leite e temperatura de cozimento da massa, e do conteudo final de
umidade e variedade dos queijos. A quimosina e a pepsina, bovina ou suina, sdo ativas
em pH reduzido, embora as pepsinas sejam mais sensiveis a desnaturacao pelo pH do
que a quimosina. A reten¢do da quimosina na massa depende do pH do leite antes e
ap6s a coagulagido (SOUSA, ARDO e MCSWEENEY, 2001).

Segundo SILVA et al., (1995), a quimosina promove uma protedlise especifica
sobre a B-caseina na ligacao peptidica Phe;os — Met;os € formam dois seguimentos: 01 a
105, chamada de para-k-caseina [ /[ que € insolivel na presenca de célcio e passa a
fazer parte da estrutura do codgulo e o segmento 106 a 169, chamado de
caseinomacropeptideo que € solivel na presenca de cdlcio, sendo perdido no soro. A
quimosina é desnaturada com temperaturas ao redor de 52°C, e perde sua atividade
residual, em queijos como Gouda e Artesanais, onde a temperatura de cozimento da
massa € baixo ou inexistente, a quimosina apresenta considerdvel atividade residual

(SOUSA, ARDO e MCSWEENEY, 2001).

2.5.3.2. Enzimas naturais do leite

Entre as principais proteinas naturais do leite, encontram-se as lipases e as
proteases que possuem importancia fundamental na maturagdo do queijo. As lipases
naturais do leite atuam sobre os lipideos liberando 4cidos graxos de cadeia curta que
irdo acentuar o sabor e o aroma dos queijos durante a maturacao. Entretanto, a hidrdlise
de 4cidos graxos contendo de 4 carbonos a 10 carbonos conferem sabor desagradavel ao
produto, enquanto 4cidos graxos de 14 a 22 carbonos sao sensorialmente inativos
(NACIMENTO et al., 2000)

As proteases naturais do leite possuem um papel importante na protedlise
primdria dos queijos. A plasmina € a protease mais importante do leite, enquanto que a
elastase, a colagenase e a catepsina B, D, G, H, ndo estdo bem caracterizadas e
apresentam baixa concentrac¢do no leite (SOUSA, ARDO e McSWEENEY, 2001).

A plasmina € uma serina protease com o pH 6timo em torno de 7,5 no leite
fresco e encontra-se associada a micela de caseina, € uma pequena parte encontra-se
aderida a membrana do glébulo de gordura, mas dissocia-se com a diminui¢ao do pH

(FOX, 1993). Quando o leite é submetido ao tratamento térmico a um aumento da
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concentracdo desta enzima uma vez que, inativa os inibidores do ativador do
plaminogénio, que € o precursor inativo da plasmina, forma ativa da enzima (SOUSA,
ARDO e McSWEENEY, 2001). Sendo assim, a plasmina apresenta uma maior
atividade nos queijos de massa cozida do que naqueles de massa ndo cozida, e pode
ocorrer diferencas dentro de um mesmo queijo, devido as diferentes formas de
fabricacdo e qualidade do leite (FARKYE e FOX, 1990). Esta protease age
principalmente sobre a 3 - caseina por ser proteina mais sensivel a acdo desta enzima a
qual age sobre as ligagdes.

A catepsina D possui uma a¢do similar a da quimosina, porém nao possui funcao
proteolitica em produtos lacteos preparados a partir de leite pasteurizado, atua na
ligacdao Phel105-Met106, da caseina que contribui assim como a quimosina na liberagao
de peptideos de tamanho intermedidrio a grande. (SOUSA, ARDO e McSWEENEY ,
2001).

2.5.3.3. Bactérias “‘startes” e suas enzimas

As culturas ldticas utilizadas na fabricacdo de queijos incluem espécies
mesofilicas de Lactococcus e Leuconostoc, e espécies termofilicas de Lactobacillus e
Streptococcus. O principal papel de uma cultura “starter” € a producgao de dcido lético e
conseqiiente diminui¢do do pH. As bactérias produtoras de dcido latico (BAL) sao
fracamente  proteoliticas, = porém  apresentam um  sistema  proteolitico
(proteinase/peptidase) capaz de hidrolisar oligopeptideos em peptideos menores e
aminoécidos. Durante a matura¢do dos queijos as BAL possuem dois tipos de enzimas
que possuem um papel importante na protedlise dos queijos: i) endopeptidases ou
proteases, que hidrolisam as proteinas liberando peptideos e, ii) as exopeptidases
(aminopeptidases, carboxipeptidases, dipeptidases), que fracionam os peptideos em
aminodcidos (SOUSA, ARDO e McSWEENEY , 2001).

As peptidases sdo lancadas a matriz do queijo apds autdlise celular provocadas
pela autolisinas, enzimas liticas que catalisam a hidrdlise de ligagdes especificas do
peptidoglicano, o principal componente da parede celular das bactérias. A autdlise
também pode ocorrer de forma espontinea, quando as bactérias alcancam a fase
estaciondria de crescimento ou quando se encontram em condi¢cdes fisiologicas

desfavordveis (SOUSA, ARDO e McSWEENEY , 2001).
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2.5.3.4. Bactérias “starters” secundarias

Em muitas variedades de queijos as culturas secunddrias sdo particularmente
importantes na degradacdo protéica. Podem ser utilizadas como culturas adjuntas ou
estarem presentes devidos as caracteristicas regionais de onde o queijo € produzido
(FOX et al., 1993). Entre as principais encontram-se as Bactérias PropioOnicas,
Brevibacterium linens, fungos filamentosos e leveduras, como Penicillium roqueforti e
Penicillium candidum. Essas culturas possuem a capacidade de crescerem na superficie
ou no interior da massa do queijo ou ainda produzirem CO,, acetato e propionato, em
funcdo da espécie utilizada (FOX et al.,. 1993 e SOUSA, ARDO e McSWEENEY,
2001). Os fungos filamentosos, principalmente do género Penicillium, possuem
endopeptidases exocelulares que degradam a caseina e exopeptidases que degradam os
peptideos presentes em aminodcidos (CHOISY et al., 1987). J4 as Brevibacterium linens
sdo responsdvis pela producdo de importantes compostos do flavor (VARNAM e
SUTHERLAND, 1996). As leveduras, que também fazem parte da microbiota do queijo
e possuem a capacidade de aumentar o pH da massa, assimilando o &cido ldtico

presente.

2.5.3.5. Bactérias ““nao starters”

Entre os principais géneros de bactérias “ndo starter estdo presentes nos queijos
encontra-se os Micrococcus, os Enterococcus, os Pediococcus e 0os Lactobacillus, entre
outras. Estdo geralmente presentes no leite cru e em alguns casos sdo resistentes e/ou
possuem enzimas resistentes ao processo de pasteurizagdo (CHOISY et al., 1987).

As bactérias psicrotréficas, que sdo bactérias que possuem a temperatura Gtima
de crescimento em torno de 20°C a 30°C, mas sdo capazes de crescer em temperaturas
de refrigeracdo (2 a 7°C). Sdo microrganismos que produzem enzimas termorresistentes
e atuam principalmente nas caseinas e causam sabor amargo no queijo, cujo defeito é
dificil de ser eliminado (VISSER, 1993). Entre os géneros de psicrotréficos podem ser
citados as Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes e Enterobacter (BRITO e DIAS,
1998). As proteases produzidas por esses géneros contribuem para a perda do
rendimento nos queijos em ate 5%, pela quebra das proteinas do leite e causam a perda

de compostos nitrogenados para o soro (EARLY, 1998).
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2.6. Seguranca dos Alimentos

Um alimento seguro € aquele que ndo oferece risco a saide do consumidor, pela
presenca de perigos que de acordo com o sistema de andlise de perigos e pontos criticos
de controle (APPCC), pode ser definido como a contaminagio inaceitdvel de natureza
bioldgica, quimica ou fisica, que possam causar dano a saide ou a integridade do
consumidor (ROBBS e CAMPELO, 2002). Os derivados de leite, e principalmente os
queijos, sdo alimentos altamente nutritivos, ideais para o crescimento de
microrganismos patogénicos como também os microrganismos deteriorantes.
Salmonella, Bacillus cereus, Brucella, Campylobacter, Campylobacter, Escherichia coli
O157:H7, Listeria monocytogenes € Staphylococcus aureus sdo alguns exemplos de
microrganismos patogénicos associados a surtos de toxiinfec¢des alimentares, onde leite
e produtos lacteos foram envolvidos (HAJDENWURCEL, 2002). De acordo com
SENA (2000), os queijos fabricados com leite cru e sem controle higi€nico sanitério
satisfatorio, podem resultar em contaminagdo microbiana, inclusive por S. aureus e
E.coli, o que representa perigo a saide do consumidor. Vdrios trabalhos realizados
sobre a qualidade microbiologica dos queijos artesanais (SENA, 2000; BORELLI,
2006; MARTINS, 2006; ORNELLAS, 2005) mostram que os produtos encontravam-se
em condicdes higi€nicas insatisfatdrias, entre os microrganismos potencialmente
capazes de contaminar esses queijos, destacam-se a E. coli, o Staphylococcus sp.,
Salmonella sp. e suas toxinas, Listeria monocytogenes (JAY, 2005).

Residuos de antibidticos, micotoxinas, pesticidas e metais pesados sdo
exemplos de perigos quimicos que podem estar presentes no leite cru. J4 os perigos
fisicos sdo constituidos por materiais estranhos, que possam vir a causar algum dano a
saide do consumidor (HAJDENWURCEL, 2002), a presenca de material estranho no
leite pode ocorrer desde o momento em que este € extraido do ubere do animal, até o
produto acabado, podendo vir a contaminé-lo por meio de vérios fatores como falha nos
processos de filtracdo do leite ou contaminag@o durante ao processo de elaboragcdao do

leite (BORSARI, 2001).
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2.6.1. Microrganismos patogénicos

2.6.1.1. Staphylococcus ssp. e suas enterotoxinas

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococaceae e € subdividido em 36
espécies e 21 subespécies (GIAMMARINARO et al., 2005) algumas espécies coagulase
negativa como Staphylococcus gallinarum, Staphylococcus simulans, Staphylococcus
equirum, Staphylococcus lentus, Staphylococcus capitis e Staphylococcus xylosus
(VERNOZY-ROZAND et al., 1996; RAPINI et al., 2002) também produzem
enterotoxina, embora a legislacdo brasileira estabeleca limites apenas para espécies
estafilocdcicas coagulase positiva (CRASS e BERGDOLL, 1986; PEREIRA, 1999). A
presenca de Staphylococcus coagulase positiva em alimentos chega a 97% e destas
30,5% sao enterotoxigénicas sendo o S. aureus a espécie mais freqiientemente isolada
(ROSEC et al., 1997). As enterotoxinas de S. aureus representam um dos principais
responsaveis por gastroenterites de origem alimentar, sendo as carnes e os derivados de
leite os principais elementos responsdveis por esse tipo de problema (GOMEZ-LUCIA
et al., 1986).

Surtos de intoxicagdes associados a leite e derivados sdo relatados tanto em paises
desenvolvidos como em paises em desenvolvimento (DE BUYSER et al., 2001). No
Brasil, alguns estudos indicaram a ocorréncia de surtos envolvendo S. aureus e outras
espécies apds consumo de leite e derivados. Do CARMO et al., (2002) relataram surtos
de intoxicagdo apds ingestdo de queijo e leite “in natura” no estado de Minas Gerais
envolvendo 328 pessoas e tendo como agentes etiologicos envolvidos S. aureus e S.
epidermidis (coagulase negativa). Em outro estudo VERAS et al., (2003) relataram
varios surtos de intoxicagdo alimentar apds a ingestdo de queijos no estado de Minas
Gerais, provocados principalmente por S. aureus. No entanto ndo se tem relatos de
problemas dessa natureza em queijos produzidos com a tecnologia estabelecida para a
producdo dos queijos artesanais com uso de fermento endégeno.

A contaminacgdo por S. aureus em leite e derivados pode ocorrer em fungdo de
excrec¢des provenientes da mastite clinica e subclinica (SCHERRER et al., 2004) ou por
praticas higiénicas inadequadas durante o processamento € manuseio do alimento. Este
microrganismo pode representar um risco a saude humana quando o leite ndo €
submetido a pasteurizacdo (SANTOS et al., 1981), pois além de produzir enterotoxinas

termorresistentes (SILVA et al., 1997), possuem a capacidade de permanecer em um
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estado de injuria, do qual podem se recuperar, quando o ambiente for favordvel, e
retornar ao estado fisioldgico normal, multiplicando e produzindo enterotoxinas
(ASSIS, 1990). Portanto, o seu crescimento deve ser evitado, para impedir a producio
de enterotoxinas que podem causar intoxicacdo quando os niveis de S. aureus no
alimento ultrapassar 10° ufc g’ (CARMO et al., 2002). Métodos preventivos sdo as
melhores op¢des para o controle de S. aureus em leite e seus derivados, ja que depois de
contaminado, a redu¢do do nimero desse microrganismo nao garante a inocuidade do
produto (GAYA et al., 1988).

Enterotoxinas estafilocécicas (SE) representam a familia dos principais grupos
sorolégicos de toxinas termoestdveis; elas agem como potentes toxinas gastrintestinais e
exibem atividade de superantigeno (BALANBAM et al., 2000). As SE constituem um
grupo de proteinas de cadeia simples de baixo peso molecular produzidas por algumas
espécies de Staphylococcus, principalmente S. aureus (SU e WONG, 1997). Os
aminodcidos compostos pelas enterotoxinas sao similares em alguns aspectos como, alto
teor de lisina, 4cido aspartico e tirosina. As suas seqiiéncias ja foram clonadas para a
localizacao dos genes responsdveis pela codificacdo destas proteinas (BERGDOLL,
1990). Essas enterotoxinas sao classificadas em SEA (Staphylococcal Enterotoxin A),
SEB, SEC (SECI1, 2 e 3), SED, SEE, SEG, SEH e SEJ (JARRAUD et al., 2001;
CARMO et al., 2002). Novas SE foram identificadas: SEK, SEL, SEM, SEO, SEP, SEQ
e SEU (ORWIN et al., 2003; SCHERRER et al., 2004).

A producdo de SE varia de acordo com uma série de fatores (Tabela 2) que
influéncia no grau de patogenicidade no homem. A ingestdo de SE, além de
gastroenterites pode causar baixa pressdo sangiiinea, hipotensido, edema pulmonar e
outras (BERGDOLL, 1990), embora em casos isolados, altas concentracdes de SE
podem causar morte (SCHERRER et al., 2004). BERGDOLL (1990) ainda relata que a
quantidade de enterotoxina requerida para produzir a doenga em individuos sensiveis €
variada, pode ser del00Ong alng. Outro fator de viruléncia descrito na literatura € a
toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1) (CARDOSO, 1999). Essa toxina é
provavelmente susceptivel a clivagem pela pepsina e pode ser menos estidvel nos
intestinos em comparagdao com SE (DINGES, 2000). A doenca causada pela TSST-1 é
aguda e caracteriza-se por febre alta, hipotensdo e envolvimento de trés ou mais 6rgdos

sistémicos, dentre outros (CHESNEY, 1989).
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Tabela 2 — Fatores que afetam a produ¢ao de enterotoxina em alimentos

Fatores Producio de enterotoxina
Temperatura 10°C - 45°C (Otimo a 37°C)

PH 5,2-9,0 (Otimo a 6,5 - 7.5)

Aw >0,90 (Otimo a 0,99)

Condi¢des Atmosféricas Condigdes aerdbicas e anaerdbicas
Microbiota Concorrente Geralmente s6 héd produgido de enterotoxina quando a

contaminacao inicial for elevada

Fonte: BERGDOL (1990)

A producdo de SE necessarias para ocasionar a intoxicagao ocorre com valores de
10° a 10° ufc g'1 no alimento, com pH maior que 5 (CARMO et al.,2002), no entanto,
um estudo comprovou que estirpes de S. aureus a uma concentracao de 10° ufc g'1 com
uma producdo baixa de enterotoxinas em meio de cultura sdo capazes de produzir
quantidades suficientes para gerar intoxica¢dao em alimentos apds 24 horas de incubacgao
a 25°C (PEREIRA et al.,1997). Ji em estudos relacionados com queijos Minas
artesanais em trés regioes do estado de Minas Gerais, ndo detectou-se a presenca de
enterotoxina apesar de que a contagem de S. aureus, em algumas situagdes, tenha sido
superior a 107 ufc g'1 (PINTO et al., 2004; PINTO, 2004 ¢ ARAUJO, 2004). O leite cru
por possuir uma microbiota diversificada, com predominio de bactérias laticas,
provavelmente promove uma protecdo natural inerente ao sistema vivo (PINTO et al.,
2004). Estudo com queijos artesanais de diversas partes do mundo indicam efeito

antagonista de bactérias laticas sobre S. aureus. (NUNEZ et al., 1986).

2.6.1.2. Coliformes a 30°C e Coliformes 45°C

Também conhecidos como coliformes totais, o grupo de coliformes a 30°C inclui
as bactérias na forma de bastonetes gram-negativos, ndo-esporogénicos, aerobios ou
anaerdbios facultativos, capazes de fermentar a lactose com produgdo de gis, em 24 a
48 horas a 35° C. O grupo de coliformes 30°C inclui cerca de 20 espécies, dentre as
quais encontram-se os géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella
(APHA, 2001). A definicado dos coliformes a 45°C, também conhecidos como

coliformes fecais ou termotolerantes, ¢ a mesma, porém a temperatura para a
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fermentacdo da lactose e producdo de géas é em torno de 44,5 °C a 45,5 °C (SILVA et
al., 1997).

A definicdo de coliformes fecais objetivou, em principio, selecionar apenas os
coliformes origindrios do trato gastrintestinal de humanos e de animais de sangue
quente. E inclui pelo menos trés géneros: Escherichia, Enterobacter e Klebsiella (JAY,
2005 e SILVA et al., 1997). Atualmente, sabe-se que algumas cepas de Enterobacter e
Klebsiella nao sao de origem fecal, por esse motivo, a determinacdo de coliformes 45°C
em alimentos € menos representativa como indicacdo de contaminagdo fecal do que a
enumeracao direta de Escherichia coli, embora possa ser introduzida nos alimentos a
partir de fontes ndo-fecais (SILVA et al., 1997).

Muitas estirpes de E. coli sio comprovadamente patogé€nicas para o homem e os
animais, podendo causar gastroenterites agudas, principalmente em criangas. FRANCO
e LANDGRAF (1996), com base em fatores de viruléncia, manifestacdes clinicas e
epidemiologia, dividiu as cepas de E.coli patogénicas em cinco classes: EPEC (E. coli
enteropatogénica classica); EIEC (E. coli enteroinvasiva); ETEC (E. coli
enteroxigénica); EHEC (E. coli entero-hemorrdgica); e EAggEC (E. coli
enteroagregativa).

A presenga de E. coli em leite pode estar associada a contaminagdo fecal e o
consumo de leite cru € a principal causa dos casos documentados da infeccdo

(VANETTIL 2003).

2.6.1.3. Listeria sp.

O género Listeria é amplamente distribuido na natureza e pode ser encontrado
em solos e fezes humanas ou de outros animais. Sdo bastonetes curtos, gram-positivos,
moveis a 25°C e imdveis a 35°C, com flagelos peritriquios, ndo formam esporos e
apresentam reagdes de catalase e oxidase positivas. A espécie patogénica € Listeria
monocytogenes, sendo os alimentos os principais veiculos. Uma importante
caracteristica desta espécie é a capacidade de multiplicar-se em temperaturas de
refrigeracdo, entre 2 °C a 4°C e pode sobreviver por mais de 100 dias a 4°C. Sdo capazes
de se multiplicar em intervalos de temperatura entre 2,5°C e 44°C, em concentragdes

entre 10,5% e 30,5% de NaCl. O intervalo de pH 6timo é de 6 a 8, mas essa espécie
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pode crescer entre 5 e 9. Pode se desenvolver em alimentos com Aw baixa (0,83) JAY,
2005).

Listeria monocytogenes caracteriza-se por ser patogénica, principalmente, para
individuos imunologicamente debilitados, como criangas e idosos. Em mulheres
gravidas, pode ocorrer aborto, parto prematuro ou septicemia neonatal (MARCO et al.,
2000; MARTIN et al., 2004) . Os sintomas mais comuns sio febre, fadiga, mal-estar,
nausea, vomitos, dores e diarréia (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

O uso de leite cru na fabrica¢do de queijos levanta particular interesse na saide
publica devido a possibilidade de incidéncia de Listeria monocytogenes (PINTADO et
al., 2005). As legislacOes estaduais e federais exigem auséncia deste patogéno em 25g
de amostra de queijo. De acordo com SILVA et al.,(1998) existem poucos estudos sobre
L. monocytogenes em queijos fabricados no Brasil e as informacgdes sobre ocorréncia de
casos clinicos ou surtos de listeriose associados ao consumo de algum alimento, sdo
escassas. MARTINS (2006), PINTO (2004) e ARAUJO (2004) ndo encontraram
Listeria sp. em nenhuma das amostras de queijos Minas artesanais analisadas nas
regides do Serro e Araxd. Entretanto, ORNELLAS (2005) confirmou a incidéncia de
2,5% em queijos artesanais por este microrganismo. Resultados semelhantes foram
encontrados por OLIVEIRA (1993), CORDANO e ROCOURT (2001) e PAK et al.,

(2002) em outros tipos de queijos.

2.6.1.4. Salmonella sp.

O género Salmonella representa um grupo de bactérias, cuja maioria infecta uma
ampla classe de animais e humanos e estd disseminada em paises de clima tropical e
subtropical, constituem uma das doengas mais importantes causadas pelo consumo de
alimentos, causando no homem desordem intestinal e febre por dois a trés dias (SILVA
e GOMES, 2001; JAY, 2005). Sao bacilos gram-negativos, nao esporulados, aerébios
facultativos, catalase positiva, oxidase negativa, em geral sio moéveis com flagelos
peritriquios. O pH 6timo de crescimento estd proximo a neutralidade, mas crescem a
pH entre 4 € 9. A temperatura de crescimento esta entre 7°C e 47° C (6tima entre 35°C e
37° C) e Aw minima para crescimento de 0,94 (MENDONCA et al., 2003; JAY, 2005).

As doencas causadas por Salmonella subdividem-se em trés grupos: a febre

tiféide, causada por Salmonella typhi, as febres entéricas, causadas por Salmonella
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paratyphi (A, B e C) e as salmoneloses, causadas pelas demais salmonelas. Geralmente
os sintomas sdo caracterizados por diarréia, febre, dores abdominais e vOmitos,
aparecendo apds 12 a 36 horas depois do contato com 0 microrganismo, que permanece
entre um e quatro dias (FRANCO e LANDGRAF, 1996). Entre os alimentos que mais
apresentam o risco a estd patogenia encontra-se os ovos, carnes de aves, produtos
carneos processados e produtos lacteos (MENDONCA et al., 2003).

A legislagdo brasileira exige auséncia de Salmonella em 25g de amostra de
produtos lacteos e em outros produtos. Em estudos com queijos artesanais, PINTO
(2004) e ORNELLAS (2005) nao encontram a presenga de Salmonella nas amostras de
queijos analisadas. Enquanto que ARAUJO (2004), em trabalhos realizados com queijos
Minas artesanais da regido de Araxd, encontrou Salmonella sp. em 7 das 37 amostras
analisadas. MARTINS, (2007) encontrou a presenca de Salmonella sp. em uma das oito
amostras de queijos artesanais da regido do serro e FEITOSA et al., (2003) encontraram
em queijos Coalho e Manteiga a presenga de Salmonella sp. em 9% e 15% das amostras

analisadas, respectivamente.

2.6.2. Microscopia de Alimentos

A microscopia de alimentos € uma drea do controle de qualidade que tem por
objetivo pesquisar a presenca de matérias estranhas ou evidenciar fraudes, verificando a
qualidade da matéria-prima e as condicdes higiénicas sanitdrias empregadas no processo
de fabricacdo e armazenamento dos produtos alimenticios (CORREIA e RONCADA,
1997). Por meio da microscopia sdo identificados os elementos histolégicos vegetais e
animais dos alimentos, que permite a detec¢cdo de fraudes acidentais ou intencionais. As
condi¢des higi€nicas sdo também determinadas pela pesquisa de matérias estranhas,

sujidades leves e pesadas presentes no produto (MARTINI et al., 2004).

2.6.2.1. Material estranha

Material estranho é qualquer material ndo pertencente ao produto, que seja
associado a condi¢des ou préticas inadequadas de producgdo, estocagem ou distribuicao,
incluindo sujidades, leves, pesadas e as separadas por peneira, material em

decomposicdo como tecidos podres, em funcdo de causas parasiticas ou nao-parasiticas
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e materiais diversos como areia, terra, vidro, ferrugem entre outros excluindo a

contaminacdo bacteriana (A. O. A. C. ,1984).

2.6.2.2. Sujidades

As sujidades podem ser definidas como quaisquer materiais indesejaveis
presentes no produto, cuja origem € a contaminacdo por animal (roedores, insetos ou
passaros) ou ainda material indesejado proveniente de condi¢des sanitdrias improprias

de manuseio (A. O. A. C., 1984). Sao divididas em:

Sujidade pesada: formada por material mais pesado, separado do alimento por
sedimentacdo, baseando-se na diferenca de densidade entre
sujidade e as particulas do alimento em imersdo em liquidos como
o cloroférmio, tetracloreto de carbono, etc. Exemplos:

excrementos e fragmentos de insetos ou roedores, areia e terra.

Sujidades leves: sio particulas de sujidades mais leves, lipofilicas e sdo separadas do
produto por filtracio em uma mistura liquida de O&leo-dgua.
Exemplos: fragmentos de insetos, insetos inteiros, pélos de roedores

e barbulas de penas.

O leite € um alimento bastante susceptivel a presenca de material estranho, que
pode ocorrer desde o momento em que este é extraido do ubere do animal, até o destino
final deste, seja ele consumo direto ou processado. Em paises como o Brasil, onde os
cuidados com a ordenha deixam muito a desejar, os hadbitos higiénicos de
manipuladores, do animal que estd sendo ordenhado e das instalagdes, sdo fundamentais
para se evitar a contaminagao do produto (BORSARI, 2001).

MARTINS et al., (2003) analisando a qualidade microscépica de leite fluido
comercializado na regido da Zona da Mata mineira, observou que cerca de 76% e 83%
das amostras fiscalizadas pelo SIF e pelo SIM, respectivamente, seriam condenadas
pela Instrugdo Normativa n° 51/2002, do Ministério da Agricultura e Abastecimento

que estabelece auséncia de qualquer matéria estranha em leite. E 100% das amostras
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sem fiscalizacdo também apresentaram matéria estranha (tecido, matéria terrosa,
pléstico, pélo bovino, etc.).

Virios estudos tém sido realizados para verificar as qualidades microscépicas
em queijos. SILVA et al., (2003), analisando as qualidades microscépicas de queijos
Minas frescal comercializados na Zona da Mata Mineira, observou que todas as
amostras apresentaram matéria estranha e sujidades. PIMENTEL FILHO et al., (2005)
encontraram 814 matérias estranhas presentes em queijos Minas artesanais fabricados
na regido do Alto Paranaiba, entre elas, 8% era relativo a pé€los humanos e os 92%
restantes eram barbulas, insetos, areia € outros. Em outro trabalho PIMENTEL FILHO
et al., (2006), encontraram cerce de 2.109 materiais estranhos em queijos artesanais
comercializados na regido do Serro, sendo os mais relevantes, material terroso (707),
elementos histolégicos vegetais (313), 30 pélos de animais (cdo, bovino, rato), pélos

humanos (34), fragmentos de madeira (22) e de insetos (3).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos laboratérios de Culturas Laticas e
Laboratério de Andlises Fisico-quimicas de Leite e Derivados do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e no Laboratério de

enterotoxina da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED)

3.1. Coleta e Manutencao das Amostras

As amostras de queijo Minas artesanal foram coletadas diretamente nas unidades
produtoras em dois periodos do ano, periodo das dguas no més de maio de 2006 e
periodo da seca no més setembro de 2006. Foram escolhidas aleatoriamente 8
propriedades na regido de Medeiros (MG), de acordo com uma listagem fornecidas pelo
IMA e EMATER envolvendo unidades produtoras em diferentes graus de adequacao de
modo a contemplar queijos com diferentes graus de contaminagao.

Apds 2 dias de fabricacdo, ao completar a salga, os queijos foram coletados nas
propriedades de origem e transportados para a Universidade Federal de Vigosa, onde,
foram maturados na condi¢do ambiente e sob refrigeracdo antes de serem analisados nos
tempos pré-determinados de 8, 15, 22 , 29, 36 e 64 dias de maturacdo. Antes do
armazenamento nas temperaturas indicadas os queijos que foram armazenados sob
refrigerac@o foram lavados e embalados a vacuo. Os queijos armazenados a temperatura
ambiente, ndo foram embalados, foram lavados e virados, a cada dois dias, conforme

protocolo observado nas unidades produtoras destes queijos.

3.2. Condicoes de Maturacao

As médias de temperatura e umidade relativa (UR) de armazenamento dos

queijos durante o periodo de maturacao foram as seguintes:
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a) Periodo das dguas:

- Maturagdao ambiente: 27°C e 68% (UR);

- Maturagdao em camara fria: 8°C e 77% (UR).
b) Periodo da seca:

- Maturagao ambiente: 23°C e 62% (UR);

- Maturagdao em camara fria: 8°C e 75% (UR).

Durante a maturagdo na condi¢do ambiente, os queijos foram armazenados em
um armdrio metdlico, com tela nas laterais para ventilacido e prateleiras forradas com
papel aluminio (Figura 06). Os queijos maturados sob refrigeragdo foram armazenados
sobre uma prateleira de fibra de vidro em camara fria (Figura 07).

Semanalmente uma unidade de cada queijo por produtor e de cada condi¢do de
temperatura foi retirada do acondicionamento e submetida 4s andlises microbioldgicas e
fisico-quimicas. As andlises microbioldgicas dos queijos artesanais foram realizadas

momentos antes das andlises fisico quimicas.

Figura 06 — Queijo Canastra mantidos a Figura 07— Queijo Canastra mantidos a
temperatura ambiente em temperatura de refrigeracao
armadrios metélicos. em prateleira de fibra de

vidro em camara fria.

3.3. Analises microscopicas

3.3.1. Preparo das amostras

Empregou-se a técnica da hidrdlise 4cida, seguida de filtracdo. Primeiramente foram

observadas as caracteristicas externas de todas as amostras, seguindo-se pesagem de
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225g de cada amostra e corte em cubos de, aproximadamente, 6 mm. Foram
adicionados 100 mL de Hs;PO, (1 + 40) fervente, em béquer seguindo-se
homogeneizacdo lenta por 15 minutos até total dispersdo dos grumos de queijo. O
conteudo foi filtrado em papel Whatman N.° 4, sob vacuo (funil Buchner). Para facilitar
a filtracdo, embora nao sugerido pela metodologia oficial, foram utilizados 800 mL de
dgua destilada fervente. Em algumas amostras adicionou-se élcali diluido (NaOH 3%

em 4gua) até total recuperagdo de toda sujidade nos filtros (AOAC, Ref. 96.049,1995).

3.3.2. Leitura dos Filtros

O material nos filtros (até 6 por amostra), foi examinado ao microscopio
estereoscopio com aumento de 10 a 40 vezes, e visualizado em um monitor acoplado.
As sujidades nao identificadas foram separadas e preparadas em laminas para
visualiza¢do em microscépio 6tico (100 X) sendo comparados com amostras padroes do
Laboratério de andlises fisico-quimicas da Universidade Federal de Vicosa. O material
estranho encontrado foi quantificado e caracterizado de acordo com a sua categoria e
foram considerados como material estranho, i) elemento histolégico vegetal, como
células vegetais, capim (braquidria e grama pernambucana), canas e folhas; ii) pontos
escuros como fragmentos de ardosia, fragmentos metdlicos e particulas de poeira; iii)
fragmento de insetos (parte de carapaga de barata, perna de mosquito); iv) fragmentos
de madeira; v) material terroso / pontos marrons como ferrugem e areia; vi) pé€lo como
bovino, rato, cdo e pélos humano e vii) fragmentos de tecidos como algoddo, nylon e
linho. As amostras foram analisadas com oito dias de fabricacdo nos dois periodos de

coleta, periodo das dguas e da seca.
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3.4. Analises fisico-quimicas

3.4.1. pH pelo método potenciométrico (FIL — IDF, 115a, 1989);

A determinagdo do pH do queijo artesanal foi feita utilizando-se medidor de pH
modelo Tecnal, pH Meter Tec-2, introduzindo-se eletrodo especifico para queijos na

parte interna.

3.4.2. Determinacao de umidade (BRASIL, 2003);

A umidade € determinada pela perda de massa em condi¢des nas quais, dgua e
substancias volateis sdo removidas. O residuo obtido apds evaporacdo representa os
sOlidos totais da amostra. O resultado € obtido a partir da férmula abaixo:

% umidade = 100 x m
m’
% solidos totais = 100 - % umidade
Onde:

m = perda da massa, em gramas; e

m' = massa da amostra, em gramas.

3.4.3. Determinacao da atividade de agua

A atividade de dgua do queijo foi obtida mediante a férmula de ESTEBAN e
MARCOS, a qual correlaciona teor de sal e sal na umidade do queijo: Aw=1 -

0,033 M. Sendo M = molalidade do NaCl.

3.4.4. Teor de gordura (BRASIL, 2003);

Esta andlise baseia-se no ataque seletivo da matéria organica por meio de 4cido

sulfirico, com exce¢do da gordura que serd separada por centrifugacdo, auxiliada pelo
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alcool amilico, que modifica a tensdo superficial. O resultado é dado em % de gordura,

diretamente na escala do butirbmetro.

3.4.5. Determinacao de gordura no extrato seco

O teor de gordura no extrato seco foi determinado indiretamente por meio da férmula

abaixo (PEREIRA et al.,. 2001):

%GES = %Gd x100
% ES
Sendo:
%GES: teor de gordura no extrato seco, em % (m/m);
%Gd: teor de gordura na amostra em %; e

%ES: teor de extrato seco desengordurado na amostra da amostra em %.

3.4.6. Teor de Cloreto de Sodio

Esta andlise baseia-se na reacdo do nitrato de prata com os cloretos em presenga de
cromato de potdssio como indicador, at¢ a mudanga de coloracdo de amarelo para
marron. O resultado € expresso em % NaCl e € dado pela férmula abaixo (PEREIRA, et

al.,2003):

%NaCl = (A —B) x Ci x fc x 5,845
g

Sendo:

% NaCl: teor de cloreto de s6dio em %;

A: volume da solugdo de tiocianato de potdssio gasto na titulagdo da amostra;

B: volume da solucao de tiocianato de potéssio gasto na titulagdo da prova em branco;
Ci: concentragdo da solugdo de tiocianato de potdssio, em mol/L;

Fc: fator de correcao da solugao de tiocianato de potdssio; e

g: massa da por¢ao aliquota da amostra (1,17/100x50 = 0,5845).
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3.4.7. Acido latico (BRASIL, 2003);

Esta técnica baseia-se na extracdo de acidos graxos livres soliveis com dgua a 40°C e
neutralizados até o ponto de equivaléncia, com solu¢do alcalina de concentracdo
conhecida, utilizando-se como solu¢@o indicadora a fenolftaleina 1%. O resultado €

expresso em % de dcido latico e dado pela formula:

% em acido latico=V x£x 0,9

m

Sendo:

V = volume da solu¢do de hidréxido de sédio 0,1 N gasto na titulagdo, em mL;
f = fator de correcdo da solucdo de hidréxido de sédio 0,1 N; e

m = massa da amostra na aliquota, em gramas.

3.4.8. Proteina pelo método Kjeldhal

A proteina total (PT) foi determinada de modo indireto multiplicando-se o percentual
de nitrogénio total (NT) pelo fator 6,38, indicando para proteina derivada de leite

(SILVA e QUEIROZ, 2005).

3.4.9. Extensao de maturacao
A extensao de maturacdo (EM) foi calculada indiretamente por meio da razdo entre a

percentagem de nitrogénio solivel em pH 4,6 (NS pH 4,6) e nitrogénio total (NT),
multiplicando resultado por 100 (WOLFSCHOON-POMBO, 1983).

EM = NS (pH 4.6) x 100
NT
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3.4.10. Profundidade de maturacao

A profundidade de maturagdo (PM) foi quantificada de forma indireta por meio da
razdo entre a percentagem de nitrogénio solivel em TCA 12% (NS TCA12%) e
nitrogénio total (NT), multiplicando-se o resultado por 100 (WOLFSCHOON-POMBO,
1983).

PM = (NS TCA 12%) x 100
NT

3.5. Analises Microbioldgicas

3.5.1. Preparo da amostra

Para o preparo do homogenato, 25g de queijo de todas as amostras foram diluidas em
225mL de 4gua peptonada esterelizada 2% e posteriormente homogeneizadas em um
Stomacher, por 1 minuto. Foram feitas dilui¢des decimais e em seguida os

plaqueamentos em duplicata para cada diluicdo.

3.5.2. Coliformes Totais e Escherichia coli

Para a contagem de Coliformes Totais e E. coli, utilizou-se o método Petrifilm
Coliformes/E.coli (Contagem de Coliformes e E. coli em Alimentos, Pelicula
Reidratdvel Seca) de acordo com os procedimentos determinados pelo distribuidor (3M

Microbiology).

3.5.3. Contagem Total de mesofilos aerobios

A contagem total de mesofilos no queijo artesanal foi feita pelo método de
plaqueamento em profundidade, em placas de petri, utilizando-se o meio de cultura,
Agar Padrio para Contagem — PCA (Merck). Utilizou-se de 4 a 5 dilui¢des, de acordo
com o grau de contaminacdo da amostra. Os plaqueamentos foram realizados em

duplicata. Apds a solidificagdo, as placas foram invertidas e incubadas em estufas
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incubadoras a 35°C, por 48 horas. Apds a incubacdo as placas foram contadas e os

resultados foram expressos em ufc g'1 (APHA, 2001).

3.5.4. Contagem de Staphylococcus aureus

Para as andlises de S. aureus, utilizou-se o Petrifilm 3M — Rapid S. aureus (RSA)
Count Plate, de acordo com os procedimentos determinados pelo distribuidor, sendo
este indicado para as andlises de queijos (PONSANO et al., 2000; SCHOELLER e
INGHAM, 2001).

Fez-se andlise de enterotoxinas em 16 amostras de queijo utilizando-se duas
metodologias diferentes. A primeira foi o teste qualitativo imunoenzimadtico: Vidas
Staph Enterotoxin (SET, 30701, Bio Merieux, Marcy-Létoile, Franca), de acordo com
instrucdo do fabricante, que permite a deteccdo simultdnea de sete diferentes
enterotoxinas (SEA, SEB, SEC, SECI1, SEC2, SEC3, SED, SEE). A segunda
metodologia foi 0o método OSP (Deteccio de Sensibilidade Otima em Placas, para

quatro tipos de enterotoxina SEA, SEB, SEC E SED (Robbins et al., 1974).

3.5.5. Pesquisa de Listeria sp. e Salmonella sp.

Para as anélises de Salmonella sp. no queijo, utilizou-se o Reveal - Salmonella Test
System (AOAC Licenca 960801) de acordo com os procedimentos determinados pelo
distribuidor (Neogen® corporation). Para a detec¢do de Listeria sp. no queijo, utilizou-
se o Teste Reveal para Listeria (AOAC Licenca 960701) de acordo com os

procedimentos determinados pelo distribuidor(Neogen® corporation).

3.6. Delineamento Experimental

O experimento foi realizado no esquema fatorial, considerando-se o
delineamento em blocos casualizados, com oito repeticdes, formado por cada produtor
de queijo. Os fatores foram a condi¢do de armazenamento, ambiente e refrigerado e os

tempos de maturacdo de 8, 15, 22, 29, 36 e 64 dias. Este experimento foi realizado em
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dois periodos de coleta, dguas e seca. Os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos
foram submetidos a andlise de varidncia (GOMES, 1987). Quando necessario, foi
realizada a andlise de regressao em fun¢do do periodo de maturacao, os coeficientes de
regressao foram testados pelo teste “t” ao nivel de 5% de significancia.

Com o objetivo de verificar a similaridade entre as condi¢des de armazenamento
combinados nas épocas de fabricacdo dos queijos, foi construido um dendrograma com
base no método hierdrquico de ligacdo simples e na distdncia euclidiana dos dados
padronizados de todas as médias dos fatores fisico-quimicos e microbioldgicos.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
Statistical Analysis System (SAS institute, 2003)

Para avaliar os resultados microscopicos das 16 amostras utilizou-se uma analise

estatistica descritiva.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas Microscopicas

Na Tabela 3 estd indicado as médias das contagens de materiais estranhos
encontrados nos queijo Canastra no periodo das dguas e no periodo da seca.

O coeficiente de variagdo (CV) é uma avaliacdo da instabilidade relativa dos
resultados, sendo a razao entre o desvio padrao e a média, multiplicando-se o resultado
por 100. Os resultados obtidos estdo dentro de uma faixa de variacdo normal, a partir do
momento que os coeficientes de variacdo das contagens microscopicas observados
apresentarem na maioria, valores de até 30%, o que € considerado normal, segundo
SAMPAIO (1998) para respostas obtidas na drea bioldgica. As unicas varidveis que
apresentaram o CV abaixo de 30% foram as contagens de pontos escuros no periodo das
aguas e as contagens de p€los humanos no periodo da seca. Essa baixa precisdo pode ser
associada a baixa similaridade entre os produtores em um dado parametro (Apéndice
D), e a falta de padronizacdo, que pode levar a contaminagc@o em varias etapas distintas
no processo de fabricagao.

De acordo com os resultados, em todas as amostras analisadas encontram a
presenca de material estranho, sendo que no periodo das dguas a contagem de material
estranho presente foi 41,3% menor que no periodo da seca (Tabela 3). De acordo com
MARTINS (2006), que também encontrou resultados semelhantes, explica que esse
resultado pode ser conseqiiéncia da grande quantidade de material suspenso no

ambiente, carreado principalmente pelo vento.
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Tabela 3 — Médias, desvios padrdes e coeficientes de variacdes das contagens de

material estranho encontrado nos queijo Canastra, no periodo das dguas e

da seca.
Periodo das 4guas Periodo da seca

Tipos de material estranho Xa5+ Cys X4S* CV#*
Elemento histolégico vegetal 23384729 31,18 39,75+ 17,58 44,23
Pontos escuros 73,00 £19,64 26,90 92,00 + 30,69 33,36
Fragmento de insetos 0,50+0,76 151,19 1,38 + 1,69 122,55
Fragmento de madeira 1,50 +1,20 79,68 413 + 1,36 32,88
Material terroso / pontos marrons 31,25+15,15 48,49 74,75 +28,03 37,50
Pélo bovino / rato / cao 1384092 663 6,38 + 3,46 54,30
Pélo humano 1754139 7936  4,13+1,13 27,30
Fragmentos de tecidos 338 +1,77 52,38 938 +4,72 50,33

*Média + desvio padrio
**Coeficiente de variacido = (desvio padrdo/média) x 100

Os pontos escuros no periodo das dguas € um dos principais responsdveis pela
grande quantidade de material estranho encontrado nos queijos e pode ser resultado de
uma obtencdo do leite em condi¢des insatisfatérias de higiene e equipamento e
utensilios em condi¢des de uso inadequados, que podem trazer fragmentos de
equipamentos como, por exemplo, a arddsia que por se tratar de um material poroso,
facilita a penetragdo do soro 4cido, que pode acabar desfragmentando com o tempo
(MARTINS, 2006). No periodo da seca, um dos responsaveis pelo nimero elevado de
material estranho nos queijos foram o material terroso e os pontos marrons, 0 que
confirma a grande quantidade de particulas suspensa no ambiente devido a baixa
umidade relativa do ar, carreada pelo vento.

De maneira geral, os dados de microscopia encontrados apresentaram uma
grande amplitude de variacdo (Tabela 3). O que pode ser explicado também pela
auséncia de padronizagdo e higiene no processo de fabricagdo do queijo Canastra. Os
valores maximo, minimo e amplitude de variacdo dos resultados encontrados neste
estudo estdo apresentados na Tabela 4.

Fragmentos de madeira foram encontrados em 100% das amostras analisadas no
periodo da seca e em 75% das amostras analisadas no periodo das dguas. A presenca de
fragmentos de madeira nos queijos pode ser associada a utilizacdo de utensilios e

equipamentos de madeira na sua fabricagdo, como pds e mesas. Além destas
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possibilidades, o carreamento de fragmentos de madeira nos pélos das vacas e pelo
vento podem de certa forma entrar em contato com o leite que serd utilizado na
fabricagdo do queijo.

Fragmentos de tecidos estiveram presentes em 100% das amostras analisadas,
variando de 2 a 7 unidades no periodo das dguas e de 5 a 20 unidades no periodo da
seca, ndo havendo grande diferenca entre os dois periodos analisados (Tabela 4). A
presenca deste material nas amostras de queijo pode ser devido ao uso de tecidos de
facil desfragmentacdao como o algodao e ao seu uso ininterrupto para a filtracdo do leite

e enformagem do queijo, ndo havendo uma periodicidade minima de troca dos mesmos.

Tabela 4 — Valores midximo, minimo e amplitude de variacdo encontrados para os
parametros microscopicos do queijo da Canastra coletados no periodo

das dguas e da seca.

Periodo das aguas Periodo da seca

Tipos de material estranho Valor Valor AV* Valor Valor AV*

Max. Min. Mix. Min.
Elemento histolégico vegetal 35 12 23 65 17 48
Pontos escuros 101 51 50 140 54 86
Fragmento de insetos 2 0 2 5 0 5
Fragmento de madeira 3 0 3 6 2 4
Material terroso / pontos marrons 55 15 40 120 30 90
Pélo bovino / rato / cao 3 0 3 12 3 9
Pélo humano 5 1 4 6 3 3
Fragmentos de tecidos 7 2 5 20 5 15

* Amplitude de variacdo = Valor mdximo — valor minimo

Em todas as amostras foram constatadas a presenca de pélo bovino ou de rato ou
de cdo, com excecdo de um produtor no periodo das dguas. A variagdo foi de 1 a 3
unidades no periodo das dguas e de 3 a 4 unidades no periodo da seca. O pé€lo humano
foi encontrado em 100% das amostras analisadas variando de 1 a 5 unidades no periodo
das dguas e de 3 a 6 unidades no periodo da seca.

Na Figura 08 € apresentado o grafico com a contagem total de material estranho
encontrados nos dois periodos de fabricagdo. Como foi mencionado anteriormente, a

contagem de material estranho no periodo das dguas foi muito inferior 4 contagem no
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periodo da seca, essa diferenca pode estar associada a maior quantidade de material

suspenso no ambiente e a baixa umidade relativa do ar.

Material estranho
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Figura 08 - Quantidade de material estranho encontrado no queijo Canastra nos

periodos da seca e das dguas.

Diante desses resultados, e do perigo, principalmente microbiolégico que esses
materiais estranhos podem carrear, faz-se necessario a implantacdo de boas préticas
agropecudrias nas queijarias responsaveis pelo processo de fabricacdo desses queijos,
além de uma legislacao especifica para queijos artesanais levando-se em consideracio o

modo artesanal e tnico de produgdo desses queijos.

4.2. Caracteristicas fisico-quimicas dos queijos Minas artesanais da regiao da

Serra da Canastra.

De acordo com os resultados, todas as amostras maturadas a temperatura
ambiente foram influénciadas (P<0,01) pelo tempo de maturacdo em relacdo as
varidveis fisico-quimicas analisadas, independente do periodo de fabricacdo e
armazenamento (dguas e seca). Nos queijos acondicionados a temperatura de
refrigeracdo, o tempo de maturagdo nao casou efeito (P>0,01) em nenhuma das
varidveis analisadas em ambos os periodos de maturacdo, com exce¢do da gordura no

extrato seco (GES), nitrogénio solivel (NS) em pH 4,6 , NS em TCA 12% e gordura no
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periodo da seca. O fato de queijos refrigerados, nao terem sido influénciados ao longo
da maturag@o pode estar relacionado ao processo de embalagem a vacuo desses queijos,
conservando seu conteido de umidade e as baixas temperaturas o que diminui a
velocidade das reagdes enzimaéticas.

No periodo das dguas e no periodo da seca, os queijos maturados na condi¢cao
ambiente apresentaram aumento (P<0,01) do teor de gordura e GES ao longo da
maturacdo, assim como o teor de GES para os queijos maturados na temperatura de
refrigeracdo. O teor de gordura para os queijos maturados a temperatura de refrigeracao
ndo foi influénciado (P>0,01) ao logo do periodo de matura¢do (Figuras 09 e 10). As
médias de GES dos queijos maturados na condi¢do ambiente foram maiores do que os
queijos maturados sob refrigeracdo, principalmente para aqueles fabricados no periodo
da seca (Apéndice D). A gordura é um dos componentes do leite que mais sofre
alteracdo, dependendo da estacdo do ano, alimentacdo animal e outros fatores.
MARTINS (2006) ao acompanhar o periodo de maturacdo do queijo artesanal do Serro,
encontrou resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho.

A legislagao federal (BRASIL,1996), classifica os queijos de acordo com o teor
de gordura no extrato seco (GES), sendo denominados gordos quando apresentam um
teor GES entre 45 a 59,9%, semi-gordos entre 25 a 44,9%, magros entre 10 e 24% e os
desnatados com teores de GES abaixo de 10%. Enquanto que, a lei N°14.185/2002,
especifica para queijos artesanais, ndo estabelece nenhum critério para os queijos
artesanais quando ao teor de gordura. Assim, de acordo com a legislacao federal, todos
os queijos analisados neste trabalho sdo classificados como gordos por possuirem
valores de GES dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacao, entre 45% e 59,9%,
com exce¢do das amostras coletadas no periodo das dguas e armazenadas sob
refrigeracdo com 8 dias, que apresentou média de 43,08% de GES, sendo considerado

semi-gordo (Apéndice B).
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Figura 09 - Teor de gordura dos queijos Canastra, em funcdo do periodo de maturacdo
(dia) para as diferentes condi¢des de maturagdo, durante a coleta das
amostras no periodo das dguas e da seca. Amb = matura¢do na condicao

ambiente e Ref. = maturacao na condicao de refrigeracao.
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** Significativo pelo teste t (P<0,01).

Figura 10 - Teor de gordura no extrato seco do queijo Canastra, em funcao do periodo
de maturacdo (dias) para as diferentes condi¢des de maturacdo, durante a
coleta das amostras no periodo das dguas e da seca. Amb = maturacdo na

condic@o ambiente e Ref. = maturagcdo na condi¢do de refrigeracao.

Independente do periodo de fabricacdo, os parametros de acidez titulavel e pH,
apresentaram interferéncia (P>0,01) do tempo de maturacdo a temperatura ambiente,
enquanto que, os queijos maturados sob refrigeracdo, nao apresentaram influéncia do

tempo no aumento do pH e acidez (Figura 11 e 12), provavelmente, em funcdo da
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diminui¢do da velocidade das reagcdes enzimdticas e metabdlicas dos microrganismos,

causadas pela baixa temperatura. No entanto, para os queijos maturados no periodo das

aguas, diferente do esperado, houve um decréscimo (P<0,01) da acidez tituldvel

presente ao longo da maturacao, seguindo-se a tendéncia inversa do pH, o que contraria
e MARTINS (2006). Segundo
KOSIKOWISK (1977) e FURTADO (1997) a explicacdo se da pelo fato do 4cido

os resultados constatados por NARDES (2002)

latico, na presenca de célcio, ser convertido em lactato de cdlcio durante a maturagdo.
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Figura 11- Teor do pH do queijo Canastra, em funcio do periodo de maturacio (dias)

para as diferentes condi¢des de maturagdo, durante a coleta das amostras no

periodo das dguas e da seca. Amb = maturacdo na condicdo ambiente e Ref.

= maturagdo na condicao de refrigeracao.
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Figura 12 — Teor da acidez tituldvel dos queijos Canastra, em funcdo do periodo de
maturacdo (dias) para as diferentes condi¢des de maturacido, durante a
coleta das amostras no periodo das dguas e da seca. Amb = maturaciao na

condic@o ambiente e Ref. = maturagcdo na condi¢do de refrigeracao.

Os valores médios de pH dos queijos fabricados no periodo das dguas foram
ligeiramente mais altos do que os queijos fabricados no periodo da seca (Apéndice A).
O aumento dos valores de pH durante a temperatura ambiente, pode estar relacionado a
degradacdo protéica proveniente da atividade de proteases nativas do leite (plasmina) e
daquelas presentes no “pingo” (fermento enddgeno), com a formacdo de compostos
nitrogenados alcalinos. A desaminacdo que ocorre na protedlise, a descarboxilacdo de
aminodcidos e a dissocia¢do de dcidos, principalmente o 4cido ldtico, sdo fatores que
contribuem para o aumento do pH. Na maioria dos queijos este aumento é de apenas
alguns décimos de pH.

Os valores médios de nitrogénio total (NT), proteina total (PT), nitrogénio
solivel em pH 4,6, extensdo de maturacdo, nitrogénio solivel em TCA 12% e
profundidade de maturacdo dos queijos artesanais da regido da Serra da Canastra
(Apéndice B e C) apresentaram as maiores médias para os parametros analisados,
diferindo-se (P<0,05) em relacdo aos queijos maturados em camara fria. As diferencas
encontradas entre as médias de NT e PT durante a maturacdo nas diferentes condi¢des
de temperatura, estdo relacionadas nao s6 com a perda de umidade do queijo durante o
periodo de maturagdo (ambiente), que aumenta a concentragdo do teor de sélidos totais,
mas também ao fato dos produtores de queijos Minas artesanais ndo utilizarem um

sistema padronizado de alimentacio animal, adotando-se desde o tratamento extensivo,
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com uso exclusivo de pastagens, até o tratamento semi-intensivo, com algum tipo de

suplementa¢do, como concentrados e cana-de-acucar.

Periodo das Aguas

Yamp = 0,3174 + 0,0133D

Yrer = 0,3072 + 0,0022D
R2=0,96

8 15 22 29 36 64
Periodo de maturacéao (dia)

** Significativo pelo teste t (P<0,01).
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Figura 13 - Teor de nitrogénio solivel em pH 4,6, dos queijos, em func¢do do periodo

(%)NS em TCA 24%

de maturacdo (dias) para as diferentes condi¢des de maturacdo, durante a

coleta das amostras no periodo das dguas e da seca. Amb = maturacido na

condic@o ambiente e Ref. = maturagcdo na condi¢do de refrigeracao.
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** Significativo pelo teste t (P<0,01).
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Figura 14 - Teor de nitrogénio solivel em TCA 12% dos queijos Canastra, em fungao

do periodo de maturagdo (dias) para as diferentes condi¢cdes de maturagdo,

durante a coleta das amostras no periodo das dguas e da seca. Amb =

maturagdo na condicdo ambiente e Ref.

refrigeracao.
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Os valores médios de NS em pH 4,6 e NS em TCA 12% apresentaram um
aumento ao longo da maturacdo (P<0,01), independente do periodo de fabricacdo e de
temperatura de armazenamento. No entanto, para os queijos maturados a temperatura de
refrigeracdo esses aumentos foram menos expressivos que a temperatura ambiente.
Segundo EARLY (1998), a temperatura ambiente favorece a protedlise primadria,
representada pelos valores de NS em pH 4,6, sendo formada pela quebra das proteinas
durante a maturacdo dos queijos envolvendo primeiramente a conversdo da caseina em
grandes peptideos, devido principalmente a agcdo residual do agente coagulante sobre a
a-s; € P-caseina o que intensifica a protedlise primdria nos queijos. GRAPPIN e
BEUVIER (1998), explica que as enzimas microbianas e aminopeptidases presentes no
leite cru, sdo os principais responsaveis pela protedlise secunddéria, representada pelos
valores de NS em TCA 12%. A temperatura exerce uma influéncia importante sobre o
desenvolvimento microbiano e a produgdo de suas enzimas, onde o seu 6timo depende
de cada grupo microbiano.

Durante toda a maturacdo a temperatura ambiente, tanto nas dguas como na
seca,o teor de umidade (UMD) (Figura 15), e atividade de dgua (Aw) (Figura 17) do
queijo da Canastra diminuiram (P<0,01) ao longo da matura¢do, enquanto que, na
temperatura de refrigeracdo esses parametros ndo sofreram alteracdes (P>0,01) com o
tempo de maturacdo. Ja o teor de cloreto de sddio (NaCl) aumentou (P<0,01) ao longo
da maturacdo ambiente e ndo teve (P>0,01) influéncia do tempo para os queijos sob

refrigeracao (Figura 16).
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Figura 15 — Teor de umidade (%) dos queijos Canastra, em funcdo do periodo de
maturagdo (dias) para as diferentes condi¢cdes de maturagdo, durante a
coleta das amostras no periodo das dguas e da seca. Amb = maturacido na

condi¢cdo ambiente e Ref. = maturacdo na condi¢do de refrigeracdo.
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Figura 16 - Teor de cloreto de s6dio (% NaCl) dos queijos Canastra, em funcdo do
periodo de maturacdo (dia) para as diferentes condicdes de maturagio,
durante a coleta das amostras no periodo das dguas e da seca. Amb =
maturacdo na condi¢do ambiente e Ref. = maturacdo na condicdo de

refrigeragao.
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Figura 17 — Teor da atividade de dgua dos queijos Canastra, em fun¢do do periodo de
maturacdo (dias) para as diferentes condi¢des de maturacido, durante a
coleta das amostras no periodo das dguas e da seca. Amb = maturacido na

condic@o ambiente e Ref. = maturagcdo na condi¢do de refrigeracao.

A Legislagdo Federal (BRASIL,1996) classifica os queijos de acordo com teor
de umidade no queijo, sendo considerado de alta umidade os queijos que apresentarem
umidade entre 46% a 54,9%; média umidade entre 36% e 45,9% e de baixa umidade os
queijos que apresentam umidade abaixo de 36%. No entanto a lei estadual
N°14185/2002 especifica para queijos artesanais € que segue os mesmos padrdes da
legislacao federal, ndo estabelece teores de umidade, apenas estabelece um limite
maximo de 54% de umidade, sendo assim considerado de alta umidade. De acordo com
os resultados encontrados neste trabalho, o queijo Canastra pode ser classificado em
queijos de alta umidade quando maturados a temperatura de refrigeracdo, queijos de
média umidade quando maturados a temperatura ambiente até 15 dias de maturacio e
apos esses periodos sao classificados como de baixa umidade.

Os valores médios de UMD e a Aw dos queijos maturados a temperatura
ambiente foram menores do que aqueles sob de refrigeracao (Apéndice A). Sendo que
os queijos fabricados e maturados no periodo da seca apresentaram menores médias de
UMD e Aw do que aqueles queijos coletados e maturados no periodo das dguas. Esses
resultados podem ser justificados pela perda de dgua do queijo em funcdo das altas
temperaturas de maturagdo, entre 23°C a 27°C e baixa umidade relativa do ar, entre 62%
a 68%. Em pesquisas realizadas por NARDES (2002) constatou-se que quando maior a

temperatura de maturacdo, maior serd a perda de umidade do queijo e
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conseqiientemente a diminui¢cdo da Aw e a concentragdo de s6lidos o que aumenta o
teor de cloretos.

A UMD e o teor de sal da massa sdo dois fatores que interferem na Aw dos
queijos de forma direta e inversamente proporcional (FURTADO, 1991). Dessa forma,
quanto maior o teor de sal presente no queijo, maior serd a quantidade de dgua sorvida,
ou seja, a tendéncia € que o queijo apresente uma menor atividade de dgua (ECK 1987).
E assim, como o teor de sal e a porcentagem de UMD, a Aw ndo foi afetada ao longo da
maturagao dos queijos mantidos a temperatura de refrigeracdo. Os principais fatores que
influénciam a diminuicdo da Aw em queijos é a diminuicdo do teor de umidade,
aumento do teor de sdlidos ndo gordurosos, aumento do teor de NaCl no queijo,
diminui¢do do pH, maturacdo, quando acorre o aumento do nitrogénio solivel e do

nitrogé€nio nao protéico e 4cidos graxos livres.

4.2.1. Agrupamento das -caracteristicas fisico-quimicas dos queijos Minas
artesanais da regido da Serra da Canastra em funcdo do periodo de

fabricacdo e da temperatura de maturacao

A Figura 18 representa os resultados obtidos pelo agrupamento, método
hierarquico de ligacdo simples com base na distdncia euclidiana dos dados
padronizados.

Os resultados demonstram que os queijos maturados nas mesmas condi¢des de
temperatura apresentaram caracteristicas fisico-quimicas mais préximas, com um pouco
mais de similaridade entre aqueles maturados sob temperatura ambiente,
aproximadamente 60%.

Mesmo assim, esta similaridade ainda € baixa, o que representa uma falta de
padronizacdo do processo produtivo dos queijos artesanais da Canastra, determinado
por fatores possivelmente relacionados a composi¢ao do leite € ao modo particular de
fabricacdo, como dosagem dos ingredientes (“pingo”, coalho e sal), tempo de

coagulacdo do leite, corte da massa, entre outros.
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Figura 18 — Dendrograma das caracteristicas fisico-quimicas em fun¢do do periodo de
fabricacdo e da temperatura de maturacdo dos queijos Minas artesanais

da Canastra.

A correlagdo fisico-quimica dos queijos maturados sob refrigeracdo e a
temperatura ambiente apresentou grau de similaridade muito baixo, préximo a 20%, o
que indica que o tempo e a condi¢do de maturagdo a que os queijos foram submetidos
provocaram grande diferenca na média dos parametros analisados (Figura 18). Dessa
forma, além da padronizacdo do processo de fabricacdo, sugere-se que as condicdes de
maturacdo dos queijos, umidade e temperatura, caso venha a ser implementadas,
também sejam controladas, como forma de se atingir padrdes de identidade e qualidade
constantes e confidveis, o que favorece a identificacdo do produto nas goéndolas dos

supermercados e a diminui¢do da sua clandestinidade frente ao comércio paralelo.
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4.3. Analises microbiolégicas dos Queijos

Os resultados microbiolégicos dos queijos Minas artesanais da Canastra devem
atender ao disposto na Lei Estadual N° 14.185 de 31 de janeiro de 2002, que segue os
mesmos padroes da Legislacio Federal, Portaria N°146 de 07 de marco de 1996
(BRASIL, 1996). Os grupos de microrganismos enfatizados pela legislacao federal sao,
os Coliformes a 30°C e 45°C, Listeria monocytogenes, Salmonella sp. e S. aureus.

Os valores médios das contagens de mesofilos aerdbios, Coliformes totais, E.
coli, e S. aureus, encontrados no queijo Canastra ao longo do periodo de maturagcdo
(dia) nos dois periodos, dguas e seca, maturados a temperatura ambiente e sob
refrigerac@o estdo na Tabela 5. Como ndo se detectou Listeria sp. € Salmonella sp. nas
amostras avaliadas, estes grupos ndo se encontram presentes nesta tabela. No entanto, €
comum a deteccao deste grupo microbiano em queijos feitos com leite cru (MORGAN
et al., 2001; PAK et al., 2002; VITAS et al., 2003). A auséncia destes patégenos no
presente estudo supde a interferéncia de uma microbiota variada, principalmente de
bactérias laticas, enzimas e substincias antimicrobianas ao longo do processo de

maturacdo, tornando o  ambiente  adverso a  suas  sobrevivéncias.
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Tabela 5 — Média das contagens microbioldgicas de mesofilos aerdbios, coliformes totais, E. coli e S. aureus (Log UFC.g-) do queijo
Canastra, fabricados no periodo da seca e das 4guas e maturados a temperatura ambiente e sob refrigeracdo.

Condicao de Periodo de maturacio (dias)
maturacao
8 15 22 29 36 64
Mesofilos aerobios
) Ambiente 8,13a 7.47a 6,73a 6,62a 6,12a 5,62a
Aguas Refrigeracio 8,20a 8,05b 7,77b 7,74b 7,99b 7,80b
Ambiente 7,93A 7,44A 7,36A 7,10A 6,82A 6,56A
Secas Refrigeracio 8,12A 8,02B 8,01B 7,99B 7,92B 7,73
Coliformes Totais
) Ambiente 3,75a 3,13a 2,15a 1,35a <1,00a <1,00
Aguas Refrigeracao 4,99b 4,55b 4,29b 3,99b 3,34b 2,78
Ambiente 3,78A 2,79A 1,89A 1,29A <1,00A <1,00
Secas Refrigeracao 3,93A 3,84B 3,37B 2,96B 2,49B 2,09
E. coli
) Ambiente 3,35a 291a 1,73a 1,18a <1,00a <1,00
Aguas Refrigeracio 4,50b 4,02b 3,81b 3,23b 2,68b 2,09
Ambiente 3,30A 1,98A 1,46A 1,00A <1,00A <1,00
Secas Refrigeracio 3,26A 2,57B 2,15B 1,99B 1,41B <1,00
S. aureus
) Ambiente 4,292 2,75a 1,59a 1,13a <1,00a --
Aguas Refrigeracao 4,83a 4,35b 3,91b 3,60b 3,59b 2,43
Ambiente 3,50A 2,70A 1,55A 1,17A <1,00A --
Secas Refrigeracio 3,09A 2,78A 2,59B 1,97B 1,78B 1,09

Médias seguidas pela mesma letra mintdscula e maitiscula, na coluna, nio diferem entre si pelo teste F (P>0,05).
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Além disso, nos alimentos, estas bactérias geralmente encontram-se em baixos
numeros e freqiientemente em um estado fisioldgico debilitado em funcdo da exposicdo as
condicdes estressantes advindas do processamento e estocagem a que o alimento é
submetido (ALMEIDA e FRANCO, 2003). Ao avaliar queijos artesanais RAPINI et al.
(2003); ALMEIDA e FRANCO (2003) e BORELLI (2006) ndo detectaram a presenca,
destes microrganismos. MARTINS (2006), ao analisar queijo Minas artesanal da regido do
Serro, detectou Salmonella sp., em uma das 16 amostras analisadas, em queijos maturados
por duas semanas. No entanto ndo detectou Listeria sp. nas mesmas amostras.

A redugdo ou auséncia desses grupos contaminantes podem resultar da inibi¢do
durante o processo de maturacdo pela competitividade das bactérias do 4cido latico (BAL)
iniciadoras e ndo iniciadoras do processo fermentativo. O efeito das BAL estéd associado a
producdo de acido latico, com conseqiiente reducdo do pH, producdo de perdxido de
hidrogénio, sintese de substincias antimicrobianas, bacteriocinas, e reducdo do agucar
disponivel e do potencial de oxi-reducio (Eh) (CARIDI et al., 2003). Essa reducdo também
pode ainda ser atribuida ao aumento da concentragdo de cloreto de sédio e diminui¢cdo da
atividade de dgua ao longo da maturacdo, principalmente para os queijos maturados a
temperatura ambiente (ERCK, 1987).

A contagem de mesoéfilos aerébios ou contagem total € usada como indicadora da
populagio bacteriana de uma amostra. E uma contagem genérica para microrganismos que
crescem aerobicamente em temperaturas de incubagdo entre 15°C e 45°C, com uma
temperatura média de 35°C (CARVALHO, 2001). Independente do periodo de fabricacdo,
a partir de 15 dias de maturagdo, as contagens de mesodfilos aerdbios maturados a
temperatura ambiente apresentaram menores médias (P<0,05) em relacdo as amostras
maturadas sob refrigeracao.

A contagem inicial dos queijos no periodo das dguas foi superior ao encontrado no
periodo da seca, onde a temperatura e a umidade relativa do ar, no momento da fabricagdo e
coleta foram superiores (27°C e 68%UR), o que favorece o crescimento de uma microbiota
mesofilica. Estes resultados mostram, portanto, que a temperatura de maturacdo e o periodo
de coleta interferem na contagem final desse grupo microbiano. Resultados semelhantes
foram encontrados por MARTINS (2006) ao analisar a contagem de mesdéfilos aerdbios

durante o periodo de maturacdo, do queijo Minas artesanal da regido do Serro onde ao
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longo da maturacio ocorreu uma reducdo progressiva do nimero de mesofilos aerébios, e
essa reducdo foi bem mais acentuada para os queijos maturados na condi¢cao ambiente. Nos
queijos fabricados no periodo das dguas e maturados sob refrigeracdo (Figura 19), ndo
houve diferencga significativa ao longo da maturagdo (P>0,01). Resultados diferentes foram
encontrados para os queijos maturados sob refrigeracdo fabricados no periodo da seca
(Figura 20). De acordo com BERESFORD et al., (2001) a diminui¢do da contagem
bacteriana ao longo da maturagdo pode estar relacionada com diminui¢do do Eh, a
producdo de 4cidos organicos assim como a perda de dgua e aumento da concentracido de
sOlidos totais, como NaCl que inibem o crescimento microbiano. Resultados semelhantes
ao deste trabalho foram encontrados por ARAUJ O, 2004; PINTO, 2004; BORELLI, 2006;
MARTINS, 2006.

A presenca de uma microbiota mesofilica aerdbica alta tem que ser avaliada a luz da
matriz alimentar. Quando se trata de queijo esse grupo microbiano pode estar relacionado a

uma alta concentracio de bactéria l4tica.
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Figura 19 — Estimativa das contagens de mesofilos aerébios do queijo Canastra em fungdo
dos periodos de maturacdo (dia) para as diferentes condi¢des de maturacio,

durante a coleta das amostras no periodo das dguas.
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Figura 20 — Estimativa da Contagem de mesoéfilos aerébios do queijo Canastra em fungao
dos periodos de maturacdo (dia) para as diferentes condi¢des de maturagio,

durante a coleta das amostras no periodo da seca.
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A maturacdo dos queijos foi decisiva no sentido de reduzir a populacdo microbiana
do grupo de contaminantes, coliformes totais, E. coli e S. aureus. A partir de 15 dias, tanto
no periodo das dguas como no periodo da seca, as médias das contagens dos grupos de
contaminantes, foi menor (P>0,05) nas amostras maturadas a temperatura ambiente, do que
naquelas maturadas sob refrigeragcdo (Tabela 5).

Para os queijos fabricados e acondicionados no periodo das dguas, as médias das
contagens da microbiota contaminante foram maiores do que aquelas do periodo da seca ao
longo do periodo da maturagdo indicando que as condi¢cdes higi€nico-sanitdrias,
temperatura e umidade favorecem o crescimento bacteriano (Tabela 05). De maneira geral,
estes resultados assemelham-se aqueles encontrados por SOUZA et al. (2003), IURLINA et
al. (2004) e MARTINS (2006) para queijos artesanais.

Todas as amostras de queijos Canastra, com oito dias de maturagdo, apresentaram as
contagens de coliformes totais, E. coli e S. aureus, superiores ao permitido pela legislacio.
Este resultado pode ser explicado pela alta contaminacdo da matéria-prima desses queijos,
que ndo recebe nenhum tipo de tratamento térmico. Outras fontes de contaminagdo que
também podem ser citadas sdo a baixa qualidade da dgua usada na fabricacdo e praticas
inadequadas de fabricacdo por parte dos manipuladores. MARTINS (2006) ao analisar a
qualidade microbioldgica do leite, da dgua e do “pingo” utilizado na fabricacdo do queijo
Minas artesanal da regido do Serro encontrou contagens superiores a 10* UFC g de
coliformes Totais e E. coli. Resultados similares foram encontrados por BORELLI et al.
(2006), para leite cru, dgua e “pingo” utilizados na fabrica¢ido desse mesmo queijo.

O periodo de maturagdo causou um efeito linear negativo para as contagens de
coliformes totais (Figura 21 e 22), E. coli (Figura 23 e 24) e S. aureus (Figura 25 e 26).
Apesar das altas contagens iniciais, ao longo da maturagdo ocorreu uma redugdo
progressiva (P<0,01), numa velocidade ainda maior para os queijos maturados a
temperatura ambiente. Considerando que esses queijos sdo produzidos com leite cru, o
metabolismo das bactérias ldticas maturadoras, acarreta em acimulo de substincias que
antagonizam patdgenos, este metabolismo € acelerado numa temperatura mais alta. Deste
modo, nos queijos maturados a temperatura ambiente as contagens dos microrganismos

avaliados foram reduzidas mais rapidamente.
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**Significativo pelo teste t (P<0,01).

Figura 21 — Estimativa da contagem maxima tolerada de Coliformes totais do queijo
Canastra em fun¢do dos periodos de maturacdo (dia) para as diferentes
condicdes de maturacdo, durante a coleta das amostras no periodo das

aguas.
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Coliformes Totais - Periodo da seca
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**Significativo pelo teste t (P<0,01).

Figura 22 — Estimativa da contagem maéxima tolerada de Coliformes totais do queijo
Canastra em funcio dos periodos de maturacdo (dias) para as diferentes

condicdes de maturagdo, durante a coleta das amostras no periodo da seca.
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E. coli - Periodo das aguas
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**Significativo pelo teste t (P<0,01).

Figura 23 — Estimativa da contagem maxima tolerada de Escherichia coli queijo Canastra
em funcdo dos periodos de maturagdo (dias) para as diferentes condi¢des de

maturacdo, durante a coleta das amostras no periodo das dguas.
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E. coli - Periodo da seca
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**Significativo pelo teste t (P<0,01).

Figura 24 — Estimativa da contagem maxima tolerada de Escherichia coli queijo Canastra
em funcdo dos periodos de maturagdo (dias) para as diferentes condi¢cdes de

maturagdo, durante a coleta das amostras no periodo da seca.
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S. aureus - Periodo das aguas
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**Significativo pelo teste t (P<0,01).

Figura 25 — Estimativa da contagem maxima tolerada de S. aureus nos queijo Canastra em
funcdo dos periodos de maturacdo (dia) para as diferentes condigdes de

maturacgdo, durante a coleta das amostras no periodo das dguas.
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S. aureus - Periodo da seca
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**Significativo pelo teste t (P<0,01).

Figura 26 — Estimativa da contagem maxima tolerada de S. aureus nos queijo Canastra em
funcdo dos periodos de maturacdo (dia) para as diferentes condicdes de

maturagdo, durante a coleta das amostras no periodo da seca.
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Na Tabela 6 estdao indicadas as varidveis microbioldgicas para queijos artesanais
conforme o disposto a Lei estadual N° 14.185/2002 e na Tabela 7 apresenta o periodo em
dias em que os produtos coletados nos dois periodos e maturados nas duas condicdes
estariam disponiveis para o consumo levando-se em consideragdo a adequacdo o grau de S.

aureus que foi a espécie que permaneceu por mais tempo nas condi¢cdes indicadas.

Tabela 6 - Padroes microbioldgicos estabelecidos pela legislagcdo federal (BRASIL, 1996)

e estadual de acordo com teor de umidade dos queijos

ngElital%l;al Legislaciao Federal
Alta Alta Média Bai dad
. . aixa umidade
Microrganismos umidade umidade umidade
(>36%)
(UFCg™) (46% a 55%) 46% a55%) (36% a46%)
Coliformes 30° C 5x10° 5x10° 1x10° 2x10°
Coliformes 45° C 1x10’ 1x10° 1x10° 1x10?
S. aureus 1x107 1x10° 1x10° 1x10?
L. monocytogenes Auséncia* Auséncia* Auséncia* Auséncia*
Salmonella sp Auséncia* Auséncia* Auséncia* Auséncia*

*Auséncia em 25g de queijo.
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Tabela 7 — Estimativa do periodo minimo de maturacdo dos queijos Canastra para
adequacdo das exigéncias microbioldgicas estabelecidas pelas legislacdes

estaduais e federais.

Legislacdo Estadual Legislagdo Federal
Contagens PF ™ (Lei n°14.185/2002) (BRASIL 1996)
Ambiente 10 dias 16 dias
Aguas Refrigerado 35 dias 35 dias
Coliformes
) Ambiente 10 dias 21 dias
Totais
Seca Refrigerado 13 dias 13 dias
Ambiente 13 dias 22 dias
Aguas " Refrigerado 32dias 32 dias
) Ambiente 11 dias 18 dias
E. coli
Seca Refrigerado 13 dias 13 dias
Ambiente 22 dias 22 dias
Aguas " Refrigerado 84 dias 84 dias
Ambiente 21 dias 21 dias
S. aureus
Seca Refrigerado 35 dias 35 dias

PF: Periodo de fabricagdo; TM: temperatura de maturagdo

De acordo com os dados foram necessdrios 22 dias de maturacdo ambiente para
que o queijo Canastra seja considerado adequado para o consumo. Ja o produto maturado
sob refrigeracdo, no periodo da seca precisou de 35 dias e as amostras coletadas no periodo
das dguas, valor estimado de 84 dias para atingir a mesma adequacio (< 2,0 Log ufc g™).
Aos 64 dias a média encontrada desses queijos foi de 2,43 Log ufc g' (Tabela 5).
Considerando-se que este periodo € superior ao indicado para maturacido de queijos feitos
com leite cru, € preocupante a indicacao da maturacdo sob refrigeracdo, para tais queijos.

Cumpre lembrar que a legisla¢do federal, para queijos de modo geral, estabelece
trés graus que sdo baseados no teor de umidade dos queijos. O queijo mantido sob
refrigeracdo, ndo perdeu dgua durante a maturac@o e assim, com 64 dias foi considerado
queijo de alta umidade. Desta forma os niveis microbiolégicos exigidos sdo menores para
os queijos de baixa umidade, do que aqueles de alta umidade no qual a legislacdo € menos

rigorosa. O queijo mantido a temperatura ambiente enquadra-se em queijo de média e baixa
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umidade o que levaria a necessidade de uma realvaliacdo dos padrdes atuais indicados pela
lei estadual.

Considerando-se 21 dias para o queijo do periodo da seca e 22 dias para o queijo
do periodo das dguas, pode-se deduzir ndo haver diferenca significativa no tempo de
adequacdo do produto maturado a temperatura ambiente nos dois periodos. O queijo
coletado no periodo da seca independe da temperatura de maturacao poderia ser consumido
com 36 dias. No entanto, no periodo das dguas levaria a um valor estimado de 84 dias para
o enquadramento a legislacdo, o que o tornaria invidvel sua comercializa¢io, em fun¢do da
total descaracterizacdo sensorial do mesmo. Assim a temperatura de refrigeracdo, ndo foi
suficiente para manter a qualidade microbioldgica desses queijos € a0 mesmo tempo

dificultou a reducdo microbiana ao longo da maturacao.

4.3.1. Analise de enterotoxina estafilococcica

Apesar da detec¢do de enterotoxina pelo teste “Vidas” ser mais sensivel que o
método tradicional OSP, a presenga de enterotoxina nio foi detectado em nenhuma das
amostras. No entanto este resultado foi controverso, uma vez que, na literatura, foi
detectada a presenca de enterotoxina para queijos artesanais da mesma regido
(ORNELLAS, 2005 e BORELLI, 2006) a partir da metodologia tradicional. As razdes
pelas quais nao foi detectado a presenga de enterotoxina pelo método “Vidas” ainda ndo se
sabe, mas acredita-se que, o queijo artesanal por ser produzido com leite cru, a fosfatase
enddgena presente neste, pode interferir na leitura dos resultados.

Pelo método OSP, para os quatro tipos de enterotoxina testados (SEA, SEB, SEC e
SED), apenas a SEA foi encontrada (Tabela 12).
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Tabela 12 — Contagem de S. aureus e presenga de enterotoxina do queijo Canastra nas

amostras analisadas.

Periodo Produtor S. aureus SEA SEB SEC SED
(ufc g

01 5,18 Neg Neg Neg Neg

02 5,26 Pos Neg Neg Neg

03 3,48 Pos Neg Neg Neg

04 3,56 Pos Neg Neg Neg

Aguas 05 3,70 Neg Neg Neg Neg

06 5,88 Pos Neg Neg Neg

07 3,48 Pos Neg Neg Neg

08 3,78 Pos Neg Neg Neg

01 3,18 Pos Neg Neg Neg

02 3,11 Pos Neg Neg Neg

03 3.30 Pos Neg Neg Neg

04 4,60 Pos Neg Neg Neg

Seca 05 3,15 Neg Neg Neg Neg

06 3,45 Neg Neg Neg Neg

07 3,53 Pos Neg Neg Neg

08 3,72 Pos Neg Neg Neg

Pos.: Presenca de enterotoxina; Neg.: Auséncia de enterotoxina

A enterotoxina do tipo SEA € a mais comumente envolvida em intoxicagdo
estafilococica em alimento. Estudos indicam que 100ng a 200ng de SEA podem produzir
sintomas de intoxicac¢do. Das 16 amostras de queijos analisadas no periodo das dguas e 16
analisadas no periodo da seca, 75% das amostras apresentaram a enterotoxina do tipo SEA,
em cada periodo, ndo havendo influéncia do periodo de fabricacdo em relacdo a producdo
de enterotoxina (Tabela 12). BORELLI et al. (2006) ao analisar a presenca de enterotoxina
estafilocécica em queijos artesanais encontrou a SEB e SEC enquanto que GOMEZ-
LUCIA et al. (1992), ao estudar a producio de enterotoxina, também em queijos artesanais,
encontrou as enterotoxinas do tipo SEA e SED. Segundo BERGDOLL (1995), a nado
deteccdo de enterotoxinas pode ser explicada em parte pela menor sensibilidade do método
OSP, comparado a outras técnicas.

Sugere-se a partir deste estudo experimentacdo a necessidade de se acompanhar a

enterotoxina durante a maturacdo. Somente desta forma ter-se-4 uma indicagdo da

67



maturagdo num prazo exeqiiivel como meio de adequacdo do queijo artesanal da Canastra

feito com leite cru.

4.3.2. Agrupamento das caracteristicas microbioldgicas do queijo artesanal da

Canastra em funcao do periodo de fabricacao e da temperatura de maturacio.

Na Figura 27 estdo representados os resultados obtidos pelo agrupamento (método
hierdrquico de ligacdo simples baseado na distancia euclidiana dos dados padronizados) das
combinacdes dos dois periodos de fabricacdo (4dguas/seca) e em duas temperaturas de

maturacdo (ambiente e refrigerado).
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Figura 27 — Dendrograma das caracteristicas microbiolégicas em funcdo do periodo de

fabricagdo e da temperatura de maturacdo do queijo artesanal da Canastra.

De acordo com os resultados obtidos os queijos maturados a temperatura ambiente
apresentaram uma similaridade de aproximadamente 60%, o que indicou que independente
do periodo de fabricacdo, os queijos maturados nessa condicdo apresentaram menores
médias microbioldgicas ao longo da maturagdo e mantiveram o mesmo percentual de

similaridade. No entanto essa porcentagem ainda € baixa, porém os queijos mantidos sob
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refrigeracdo apresentaram uma similaridade ainda menor (< 20%). A baixa similaridade
apresentada entre eles indicou que a refrigeracdo contribuiu para a manutencdo, por
periodos mais prolongados, das contagens microbianas médias, principalmente no periodo
das dguas.

No entanto, o mesmo ndo foi observado para os queijos maturados sob refrigeracdo.
A baixa similaridade (< 40%) apresentada entre eles indica que a refrigeracdo contribuiu
para a manutencdo, por periodos mais prolongados, das contagens microbianas médias,
principalmente no periodo das dguas.

Ja os queijos fabricados no periodo da seca apresentaram similaridade acima de
40%, enquanto que os queijos fabricados no periodo das &dguas tiveram similaridade
proxima a 20%. Essa diferenca entre os periodos de fabricacio demonstrau que as
contagens microbioldgicas tendem a ser menores no periodo da seca, confirmando os
resultados encontrados nos testes de média (Figura 27).

Dessa forma, medidas higi€nico-sanitdrias mais drdsticas no periodo das 4aguas
deverdo ser adotadas principalmente nas fases de obtencdo do leite e manipulagdo dos
queijos, como forma de diminuir a contagem microbiana inicial dos mesmos, melhorando a

sua qualidade e resguardando a saide do consumidor.
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5. CONCLUSAO

O armazenamento do queijo artesanal da Canastra, a temperatura ambiente resultou
na aceleracdo (P<0,01) do processo de maturacdo em todas as caracteristicas fisico-
quimicas avaliadas, ao passo que os queijos mantidos sob refrigeracdo ndo apresentaram
efeito da maturacdo (P>0,01) apenas para os valores médios de gordura no extrato seco,
nitrogénio solivel em pH 4,6 e nitrogénio soluvel em TCA 12%.

Em geral, de acordo com a legislacdo federal, todos os queijos foram classificados
como gordos por possuirem valores médios de gordura no extrato seco entre 45% e 59,9%.
E ainda classificados como queijos de alta umidade quando maturados a temperatura de
refrigeracdo, teor de umidade entre 46% e 54,9%, queijos de média umidade com até 15
dias de maturacdo a temperatura ambiente e queijo de baixa umidade com mais de 15 dias a
mesma temperatura.

O agrupamento das caracteristicas fisico-quimicas demonstrou uma baixa
similaridade entre os queijos artesanais, o que indica a necessidade da implementagdo de
sistemas que auxiliem a padronizacdo do processo de fabricacao.

A influéncia do periodo de maturacio nas caracteristicas fisico-quimicas dos queijos
maturados a temperatura ambiente teve um efeito significativo na modula¢ido da microbiota
presente, com reducdo nas contagens de mesofilos aerdbios, coliformes totais, Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. Os géneros Listeria sp. e Salmonella sp. ndo foram
detectadas em nenhuma das amostras de queijos analisadas. A espécie Staphylococcus
aureus permaneceu por mais tempo em contagens acima do limite legal definindo o tempo
minimo necessdrio para a maturacdo de tais queijos. Assim, independente do periodo de

coleta a temperatura ambiente foi decisiva para redu¢cdo da microbiota patogénica com 22
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dias de maturacdo. Por sua vez, os queijos maturados sob refrigeracdo so atingiram os
niveis permitidos pela legislagdo aos 37 dias, para queijos fabricados no periodo da seca, e,
ao valor estimado de 87 dias para aqueles fabricados no periodo das dguas.

Os resultados encontrados neste trabalho indicam que a matura¢io sob temperatura
de refrigeragdo nio foi suficiente para reduzir a microbiota patogénica a niveis inferiores ao
limite legal, gerando queijos com 64 dias de maturacdo com baixa qualidade
microbioldgica e descaracterizado sensorialmente. A indicagdo da refrigeragdo para a
maturagdo do queijo Minas artesanal deve ser revista pelos 6rgaos competentes, uma vez
que, esse tipo de tratamento ndo garante a seguranga do produto.

Os queijos Minas artesanais precisam ser caracterizados dentro de cada uma das
regides produtoras do estado para que medidas como a determina¢do de do tempo minimo
de maturacdo sejam tomadas sem se esquecer de se conhecer o efeito da matura¢do na
modulacdo da enterotoxina estafilocdccica, importante para seguranca alimentar desses

queijos.
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APENDICE A
Quadro 1 — Valores médios dos parametros de umidade, cloreto de sédio, atividade de 4dgua, pH, e
acidez tituldvel do queijo Canastra em funcdo da temperatura de maturacido e o

periodo de coleta.

Periodo de maturacio (dias)

Periodo de Temperatura de

Coleta maturacio 8 15 22 29 36 64
Umidade (%)
Ambiente 4542 a 39,80 a 3249 a 28,09 a 22,31a 20,31 a
Aguas Refrigerado 50,65 b 50,60 b 51,96 b 50,06 b 51,15b 50,38 b
Ambiente 44,79 A 40,07 A 34,54 A 28,87 A 2548 A 20,67 A
Seca Refrigerado 49,64 B 50,16 B 50,47B 50,54 B 4950B  48,51B
Cloreto de sodio (%)
Ambiente 1,43 a 1,61 a 1,81 a 2,05 a 2,26 a 2,47 a
Aguas Refrigerado 1,44 a 1,49 a 1,54 b 1,56 b 1,41 b 1,69 b
Ambiente 1,50 A 1,92 A 2,26 A 2,35 A 2,54 A 2,74 A
Seca Refrigerado 1,55 A 1,57 B 1,67 B 1,78 B 1,79 B 1,76 B
Atividade de agua (Aw)
Ambiente 0,9819 a 0,9771a  0,9685a 0,9584a  0,9500a 0,9300 a
Aguas Refrigerado 0,9800a 0,9833b  0,9832Db 0,9823b  09844b 0,9810b
Ambiente 0,9810 A 09729 A 09629 A 09540 A 09434 A 09244 A
Seca Refrigerado 0,9824 A 0,9824B 09813 B 09801 B 0,9796B 0,9795B
pH
Ambiente 5,03 a 501a 5,05a 5,10a 5,07 a 5,05a
Aguas Refrigerado 4,94 a 495 a 492b 4,94 b 495b 493 b
Ambiente 5,00 A 5,06 A 5,04 A 5,07 A 5,04 A 5,16 A
Seca Refrigerado 490 B 4,89 B 491 B 4,94 B 491 B 492 B
Acidez Titulavel (%)
Ambiente 0,76 a 0,64 a 0,55a 0,48 a 0,57 a 0,66 a
Aguas Refrigerado 0,79 a 0,77b 0,75b 0,74 b 0,71b 0,69b
Ambiente 0,67 A 0,67 A 0,70 A 0,80 A 0,78 A 0,97 A
Seca Refrigerado 0,98 B 1,03B 1,03B 1,18 B 0,99 B 1,LI2B

Médias seguidas pela mesma letra mindscula e maidscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste F
(P>0,05).
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APENDICE B

Quadro 2 — Valores médios dos pardmetros de gordura, gordura no extrato seco, nitrogénio total,

proteina total, nitrogénio soltivel (NS) em pH 4,6 e TCA 12% , indice de profundidade de

maturacdo do queijo Canastra em funcdo da temperatura de maturacdo e o periodo de

coleta.
Periodo de Temperatura Periodo de maturacao (dias)
Coleta de maturacio 8 15 22 29 36 64
Gordura (%)

Ambiente 26,88 a 31,63 a 36,81 a 40,50 a 45,04 a 49,78 a

Aguas Refrigerado 21,25b 22,35b 24,56 b 24,25b 24,29 b 24,33 b
Ambiente 30,19 A 32,25 A 36,19 A 41,23 A 46,00 A 49,85 A
Seca Refrigerado 26,06 B 26,25 B 25,85 B 26,00 B 27,00 B 27,69 B

Gordura no extrato seco (%)
Ambiente 49,34 a 52,69 a 54,63 a 56,37 a 58,71 a 61,05 a
Aguas Refrigerado 43,08 b 45,33 b 51,29 a 48,76 b 49.95b 49,25 b
Ambiente 54,74 A 53,84 A 5531 A 58,00 A 61,81A 62,88A
Seca Refrigerado 51,88 A 52,68 A 52,33 A 52,59 B 53,56 B 53,92 B
Nitrogénio total (%)

Aguas Ambiente 3,88a 4,42a 4,84a 5,06a 5,45a 5,842

Refrigerado 3,50b 3,47b 3,43b 3,32b 3,37b 3,34b

Seca Ambiente 3,86A 4,24A 4,47A 4,60A 5,02A 5,34%

Refrigerado 3,19B 3,24B 3,27B 3,35B 3,38B 3,51B

Proteina total (%)

Aguas Ambiente 24,75a 28,18a 30,87a 32,30a 34,81 a 37,322
Refrigerado 22,29b 22,13b 21,88b 21,19b 21,47b 21,49b

Seca Ambiente 24,64A 27,03A 28,51A 29,33A 32,00A 34,07*
Refrigerado 20,36B 20,70B 20,89B 21,37B 21,53B 22,36B

NS pH 4,6

Aguas Ambiente 0,42a 0,52a 0,63a 0,69a 0,78a 0,79*

Refrigerado 0,30b 0,33b 0,36b 0,37b 0,40b 0,44b

Seca Ambiente 0,38A 0,46A 0,51A 0,58A 0,67A 0,75*
Refrigerado 0,31B 0,32B 0,33B 0,36B 0,33B 0,37B

Meédias seguidas pela mesma letra miniscula e maitdscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste F (P>0,05).

89



APENDICE C

Quadro 3 - Valores médios dos parametros de Extensdo de maturacdo, nitrogénio solivel em TCA

12% e profundidade de maturacdo do queijo Canastra em funcdo da temperatura de

maturagdo e o periodo de coleta.

Extensao de maturacao (%)

Aguas Ambiente 10,78a 11,79a 12,95a 13,67a 13,66a 14,63
Refrigerado 8,64 b 9,58b 10,47b 11,24b 11,93b 13,32b
Seca Ambiente 9,78A 10,81A 11,38A 12,66A 13,46A 14,00A
Refrigerado 9,69B 9,84B 10,20B 10,80B 9,90B 10,63B
NS TCA 12%
Aguas Ambiente 0,26a 0,35a 0,46a 0,51a 0,59a 0,67%
Refrigerado 0,20b 0,22b 0,23b 0,25b 0,26b 0,30b
Seca Ambiente 0,21A 0,27A 0,33A 0,40A 0,49A 0,55*
Refrigerado 0,17B 0,17B 0,18B 0,20B 0,21B 0,23B
Profundidade de maturacao (%)
Aguas Ambiente 6,72a 8,06a 9,58a 10,15a 11,29 a 12,432
Refrigerado 5,87b 6,48b 6,75b 7,51b 7,88b 8,93b
Seca Ambiente 5,37A 6,26A 7.45A 8,65A 9,86A 10,26*
Refrigerado 5,29B 5,10B 5,46B 5,97B 6,22B 6,60B
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APENDICE D

Quadro 4 - Tipo e quantidade de material estranho encontrado e amostras de queijos Minas artesanais

da regido da Canastra, produzido no periodo das dguas e da seca

Material estranho

Numero de produtores/

Quantidade de material estranho

Tipos

1 2 3 4 5 6 7 8 TOTAL

Elemento histolégico vegetal

17 12 35 20 22 30 25 26 187

Pontos escuros

& 58 101 82 53 92 60 51 584

Fragmento de insetos

2 1 0 O 0 O 1 0 4

Fragmento de madeira

2 30 2 1 1 0 3 12

Material terroso / pontos marrons

19 15 55 20 38 50 32 21 250

Pélo bovino / rato / cdo

Pélo humano

Fragmentos de tecidos

Total de material estranho/produtor

1 2 1 0 1 32 1 11

1 2 5 2 1 1 1 1 14

3 35 2 2 7 3 2 27
132 96 202 128 118 184 124 105 1.089

Total geral de material estranho

1.089

Elemento histolégico vegetal

21 17 65 30 32 55 56 42 318

Pontos escuros

Fragmento de insetos

Fragmento de madeira

88 85 131 102 70 140 54 66 736
0 1 0 O 1 2 5 2 11
5 4 5 6 33 2 5 33

Material terroso / pontos marrons

69 72 96 120 80 8 46 30 598

Pélo bovino / rato / cdo

5 3 12 3 4 5 9 10 51

Pélo humano

4 5 6 3 33 4 5 33

Fragmentos de tecidos

5 2 10 9 8 8 5 10 75

Total de material estranho/produtor

197 207 325 273 201 301 181 170  1.855

Total geral de material estranho

1.855
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