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RESUMO

As moscas sao consideradas responsaveis pela transmissdo de doencas de
origem alimentar ao atuarem como vetores mecanicos de microrganismos
patogénicos, como Shigella sp, Salmonella Enteriditis, Escherichia coli O157:H7,
Campylobacter jejuni desde o reservatério até os alimentos. Os produtos lacteos,
principalmente os produzidos artesanalmente quase sempre em condicdes
inadequadas de higiene, sdo os mais susceptiveis a estes tipos de vetores,
representando sérios riscos a saude do consumidor. A contagem total de bactérias
aerdbias mesofilicas e de coliformes totais e fecais, a presenga de microrganismos
patogénicos em populagdo de moscas domésticas e o potencial de transmissao
dos mesmos para queijos Minas frescal foram estudados neste trabalho. Os
resultados confirmaram a presenca de Musca domestica em todos os ambientes
de fabricacdo de queijo Minas frescal aqui estudados. As analises microbiologicas
das amostras de moscas domésticas, matéria-prima (leite) e produto final (queijo
Minas frescal), coletadas em local de fabricacdo de queijo Minas frescal artesanal,
demonstraram uma correlagédo entre os microrganismos patogénicos presentes no
“pool” de moscas, no leite e no queijo. As analises microscopicas das amostras de
leite e queijo artesanal apresentaram matérias prejudiciais a saude humana como
mosca inteira, fragmentos de mosca e pélos de roedor, indicando condigdes
higiénico-sanitarias precarias nas etapas de obtencdo do leite e processamento
dos queijos. Foi verificado também o potencial de transmissédo dos
microrganismos patogénicos (Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Escherichia coli) das moscas em amostras comerciais de queijo
Minas frescal ultrafiltrado. Através do processamento do queijo Minas frescal em
planta piloto, pode-se verificar tanto a efetiva eliminagdo das matérias estranhas
pela utilizacdo da etapa de filtracdo do leite antes da fase de pasteurizagao,
quanto o possivel carreamento de microrganismos indesejaveis através do contato
com homogeneizado de moscas. A capacidade de transmissdo de microrganismos
patogénicos de habitat contaminado artificialmente, via Musca domestica, para
queijo Minas frescal pode ser verificado, comprovando assim o potencial de risco
da presenga de moscas domésticas em ambientes de fabricacdo de produtos

lacteos/queijo.
xiii



SUMMARY
The flies are considered responsible for the transmission of foodborne diseases
origin when acting as mechanical vectors of pathogenic microrganisms, such as
Shigella sp., Salmonella Enteriditis, Escherichia coli O157: H7, Campylobacter
Jejuni from the reservoir to food. The artisan dairy products are produced almost
always in a non totally adequate conditions of hygiene. Therefore, the handmade
dairy products are the most suitable to these types of vectors, representing serious
risks to the consumer’s health. The total counting of mesophilic microrganisms and
total and fecal coliforms, the presence of pathogenic microrganisms in relation to
the population of houseflies and the potential of transmission of the same for
“‘Minas frescal” cheese were studied in this work. The results confirmed the
presence of Musca domestica in all environments of manufacturing of “Minas
frescal” cheese studied here. The microbiological analyses of the samples of
houseflies, raw material (milk) and last item (“Minas frescal” cheese), collected in
places of manufacturing of handmade “Minas frescal’ cheese, demonstrated the
direct correlation between pathogenic microrganisms present in “pool” of flies, in
milk and cheese. The microscopical analyses of the milk and handmade cheese,
that characterized themselves for presenting harmful material to human health
such as the whole fly, fly fragments and rodent hairs, indicating precarious
hygienical-sanitary conditions in the stages of the attainment of milk and the
processing of cheese. It was verified that there is a real potential of transmission of
the pathogenic microrganisms (Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes and Escherichia coli) from the flies to a commercial sample of
“Minas frescal” cheese ultrafiltered. Through the processing of the “Minas frescal”
cheese in pilot laboratory, it could be verified the effective elimination of extraneous
materials by the use of the stage of filtration of milk before the pasteurization
phase, although there is a possible undesirable carrying of microrganisms through
the homogeneized contact with flies. The capacity of transmission of pathogenic
microrganisms of habitat contaminated artificially, through Musca domestica, to
“‘Minas frescal” cheese can be verified, thus proving the risk potential of the

presence of houseflies in environments of manufacturing of dairy products/cheese.
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1. INTRODUCAO

Os insetos desempenham importante papel tanto na manutencdo e
ampliacdo da biodiversidade, quanto do ponto de vista industrial e comercial. Eles
sdo agentes polinizadores fundamentais, como também coadjuvantes no
tratamento de enfermidades. Por outro lado, os insetos e/ou seus fragmentos,
como também outras matérias indesejaveis, como residuos de areia, solo, vidro,
ferrugem, quando presentes em alimentos sdo considerados matérias estranhas e
indicam condi¢des higiénicas inadequadas de manipulagdo e/ou processamento,

estocagem ou distribuigdo do produto (Food and Drug Administration, 1998).

Certas espécies de insetos (moscas e baratas) e de roedores sao
responsaveis pela transmissdo de doencas ao homem por atuarem como vetores
mecanicos, veiculando microrganismos patogénicos tais como Shigella sp,
Salmonella Enteriditis, Escherichia coli O157:H7, Campylobacter jejuni, bem como
do protozoario Cryptosporidium parvum, desde o reservatério até os alimentos.
Contudo, os riscos associados a essas pragas sao dificeis de serem determinados
em decorréncia de varios fatores interferentes, como por exemplo, o fato de que
somente algumas espécies sdo capazes de carrear microrganismos patogénicos,
a dificuldade de se diferenciar a praga vetor de doenga da que nao é vetor, € 0
reconhecimento das condigbes favoraveis a transmissdo dos microrganismos
patogénicos ao alimento. Assim, € necessaria uma orientagdo suplementar para
identificar e avaliar as condigdes sob as quais as pragas possam apresentar risco

microbiano (Codex Alimentarius, 2001).

Os microrganismos patogénicos sao carreados por todo o exoesqueleto
assim como no aparelho digestivo de moscas domésticas e sao eliminados
através das excretas ou de particulas, necessarias para o amolecimento do
alimento antes da ingestéo, regurgitadas constantemente do conteudo estomacal
(Saide; Gonzalez, 1997).



O isolamento de microrganismos patogénicos e a relagdo entre os picos
sazonais de abundancia e a prevaléncia de determinadas enfermidades, conferem
as moscas a incriminagdo como vetores mecanicos. Bactérias tém sido
identificadas no trato digestivo de varias espécies de moscas, constatando-se
inclusive que algumas das espécies interferem no desenvolvimento de doengas de

importancia médica, devido a sua gravidade (Hamilton et al., 2003).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a Musca domestica como vetor
mecanico de microrganismos patogénicos deteriorantes (microrganismos
mesofilicos e coliformes totais) e patogénicos (E. coli S. aureus, L.
monocytogenes e Salmonella spp.) em queijo Minas Frescal. O estudo foi definido
com base na ocorréncia de matérias macroscépicas e/ou microscopicas
provenientes de vetores mecanicos e dos patdogenos mais comumente envolvidos

em surtos alimentares veiculados por produtos lacteos.

Este estudo foi composto por varias etapas:

e Avaliacdo da presengca de microrganismos patogénicos em “pool” de
Musca domestica L., capturadas em diferentes locais;

e Determinacdo do potencial de transmissdo de microrganismos
patogénicos de Musca domestica para o queijo Minas frescal ultrafiltrado;

e Avaliacdo das condi¢des higiénicas de um local de produgao artesanal de
queijo Minas frescal;

¢ Avaliacdo do potencial de transmissdo de microrganismos patogénicos de
homogeneizado de Musca domestica para o queijo Minas frescal durante a sua
fabricacdo em escala piloto;

e Avaliacdo da capacidade da Musca domestica promover a contaminacao
cruzada, de microrganismos patogénicos provenientes de habitat contaminado

para queijo Minas frescal.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Matérias estranhas e a legislacao

Até julho de 2003 a legislagdo brasileira em vigor, estabelecia diferentes
limites permitidos para fragmentos de insetos e outras matérias estranhas
presentes em alimentos, ndo se preocupando com a origem ou a inocuidade dos

mesmos.

A Resolugao 12/78 sobre Normas Técnicas Especiais para alimentos e
bebidas, aprovada em margo de 1978 pela Comissdao Nacional de Normas e
Padrées para Alimentos (CNNPA) estabelecia no item caracteristicas
microscopicas, para este conjunto de normas, “auséncia de sujidades, parasitos e
larvas” (CNNPA, 1978).

Em abril de 1986, a Divisdo Nacional de Alimentos (DINAL) do Ministério da
Saude, em revisdo da norma para farinha de trigo, aprovou a Resolugdo n° 1/86
estabelecendo o limite maximo de até 30 fragmentos de insetos em 100g de
farinha e seus derivados (DINAL, 1986). Ja, em agosto de 1994, a Secretaria
Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Salde aprovou a Portaria n®
74/94, alterando para 75 fragmentos de insetos em 50g de farinha de trigo, ndo
sendo tolerada qualquer indicagdo de infestacdo viva, e estabelecendo para
massas alimenticias, biscoitos, produtos de panificagdo e confeitaria o limite de
225 fragmentos de insetos em 2259 de produto (SVS, 1994).

Em julho de 1998, a Portaria n® 519/98 foi aprovada visando a fixagao de
parametros de identidade e qualidade de chas-plantas destinadas a preparagao de
infusbes ou decocgdes, com limites para varios tipos de matérias estranhas

estabelecidos no item Caracteristicas microscopicas (SVS, 1998).

No periodo de 1978 a 2003, a legislagdo em vigor no Brasil para alguns

produtos alimenticios, estabelecia a “auséncia de sujidades, parasitas e larvas”.
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Diferentemente de outros paises, esta legislagdo era muito rigida e ndo compativel
com a realidade, tornando o seu cumprimento dificil ou mesmo impossivel ao
considerar o principio técnico-cientifico de nem sempre ser possivel na agricultura
convencional (campo aberto), no processamento, na manipulagdo, no
armazenamento e distribuicdo, a obtencdo de produtos totalmente livres de
“sujidades, parasitos e larvas”, reconhecidas como inevitaveis e nao prejudiciais a
saude humana (Barbieri, 1994; Vialta et al., 2002; Barbieri, Yotsuyanagi, 2002).

Nos Estados Unidos, a U.S. Food and Drug Administration (FDA) é
responsavel por estabelecer os niveis maximos para a presenca de matérias
estranhas em alimentos, descritos na parte 21 do Codigo Federal de
Regulamentos, na forma de manual “The Food Defect Action Levels — Levels of
natural or unavoidable defects in foods that present no health hazards for
humans”. Estes niveis referem-se aos defeitos naturais ou inevitaveis que, se
presentes nos alimentos, ndo séo prejudiciais a saude humana e sao fixados
acima de zero. Isto decorre da FDA reconhecer que economicamente nao €
possivel plantar, colher ou processar alimentos totalmente livres de defeitos
naturais e inevitaveis, tais como insetos e fungos, e que o uso de pesticidas ndo é
uma alternativa para prevenir os defeitos em alimentos. A utilizacédo de
substancias quimicas com o objetivo de controlar insetos, roedores e outros
contaminantes naturais tém pouco ou nenhum impacto nos defeitos naturais e
inevitaveis nos alimentos, pois o0 uso primario de pesticidas no campo € o de
proteger a plantagcdo de ser devastada pelas pragas que se alimentam do caule
(brocas) e de folhas (minadores). Por outro lado, o uso secundario é “estético”,
com o propodsito de prevenir que o alimento seja severamente danificado pelas
pragas, 0 que o tornaria impréprio para o consumo (Food and Drug Administration,

1998) devido ao residuo de pesticidas que sao prejudiciais a saude humana.

O Codex Alimentarius no Recommended International Code of Practice —
General Principles of Food Hygiene (GPFH) (Codex Alimentarius, 2001)
recomenda a prevengao e controle de todos os provaveis riscos e, em muitos

casos, elabora recomendacao especifica completa para avaliagcdo dos tipos
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comuns de riscos levando em conta as boas praticas de producéo primaria, as
facilidades de controles da construcdo e de processo. Entretanto, no caso de
matérias indesejaveis, o GPFH nao dispde de orientagdo sobre como determinar
se um tipo de matéria indesejavel poderia apresentar um risco direto (ex:
fragmentos de vidro) ou indireto (ex: moscas carreando riscos de origem
alimentar, acaros causando alergias). Além disso, o anexo de Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) do GPFH recomenda a identificagao do risco
sem distinguir entre os tipos de matérias indesejaveis que apresentam riscos ou

entre as pragas que carreiam doengas e as que ndo apresentam riscos.

Assim, na 342 sessdo do Codex Committee on Food Hygiene, realizada de 8
a 13 de outubro de 2001 em Bangkok, Tailandia, foi apresentada para discussao
uma proposta inicial de guias para a avaliagdo de matérias indesejaveis em
alimentos, preparada pelos Estados Unidos com a assisténcia da Australia,
Canada, Franca e da Federacdo Internacional de Laticinios, enfatizando a
necessidade de guias praticos baseados na ciéncia para diferenciar entre os tipos
de matérias indesejaveis e as condi¢des higiénicas inadequadas relacionadas aos

riscos potenciais (Codex Alimentarius, 2001).

Seguindo esta premissa e considerando a necessidade de constante
aperfeicoamento das ag¢des de vigilancia sanitaria na area de alimentos, visando a
protecdo a saude da populagdo, a ANVISA em julho/2003, aprovou a Resolugéo
RDC 175/2003 que estabelece regulamento técnico para avaliacdo de matérias
macroscopicas e microscopicas prejudiciais a saude humana em alimentos
embalados. De acordo com a origem da matéria estranha encontrada no produto
alimenticio, ela pode ser enquadrada como indicativo de condi¢des higiénicas
(Boas Praticas de Fabricagao) ou de condi¢des sanitarias precarias como matérias
prejudiciais a saude humana. Dentre as matérias que causam risco a saude
humana, incluem-se os vetores mecanicos, que sao animais que veiculam o
agente infeccioso desde o reservatorio até o hospedeiro potencial, agindo como
transportadores de tais agentes, carreando microrganismos patogénicos para os
alimentos (ANVISA, 2003).



2.2 Patogenos em Dipteros

A mosca doméstica, Musca domestica L. (Diptera: Muscidae), é reconhecida
como agente importante na disseminagao de varias enfermidades infecciosas para
o homem e animais, entre elas a cdlera, shigeloses e as salmoneloses (De Jesus
et al, 2004), podendo ainda servir como vetor de contaminag&o cruzada para
outros microrganismos patogénicos em alimentos infantis. Pesquisas tém
demonstrado que os insetos da ordem Diptera podem transmitir agentes
infecciosos para 0 homem e animais devido a sua grande capacidade de
dispersédo e ao fato de terem contato muito préximo com o homem e seu

ambiente, conferindo tal potencial a estes organismos (Thyssen et al., 2004).

A Musca domestica (Diptera: Muscidae), conhecida simplesmente como
mosca doméstica, € uma mosca de cor cinza-escura, medindo de 6 a 8mm de
comprimento que possui aparelho bucal do tipo lambedor. Por ser um inseto de
metamorfose completa, o seu ciclo evolutivo compreende as fases de ovo, larva,
pupa e adulto, todas elas ocorrendo no meio ambiente, sempre associadas a

locais que contenham matéria organica em decomposigao (Torres et al., 2002).

A composicao da microflora da Musca domestica, bem como a carga
bacteriana, estdo fortemente associadas ao substrato nutritivo e ao local onde
naturalmente habita. Se oferecidas condi¢des, tornam-se potentes e constantes
transmissores de importantes bactérias patogénicas, facultativas e oportunistas
(Bizani, 1996).

Espécies de moscas muscoideas foram coletadas em 3 fazendas leiteiras e 8
granjas em San Bernardino (Califérnia) e testadas para Salmonella Enteriditis. Das
2.686 moscas coletadas foram identificadas 5 espécies, dentre as quais 92,3% da
populacdo pertencia a espécie Musca domestica proveniente exclusivamente das
fazendas leiteiras, sendo estes individuos sorotipos positivos para S. Enteriditis
(Mian et al., 2002).



Um total de 15 “pools” de Musca domestica e 7 “pools” de Hidrotaeca
aenescens foram coletadas em granja para produgcao de ovos. Salmonella
Enteriditis foram isoladas em 2 “pools” de mosca doméstica. Outras espécies de
Salmonella foram isoladas em 3 “pools” de moscas, incluindo Salmonella Infantis
das Musca domestica e Hidrotaea aenescens, e Salmonella Heidelberg das

moscas domésticas (Olsen, Hammack, 2000).

Varios microrganismos patogénicos como Shigella sp (Levine et al., 1999) e
Vibrio cholerae (Fotedar, 2001), protozoarios como Giardia lamblia e
Cryptosporidium parvum (Graczyk et al., 2003), além de alguns helmintos como
Ascaris sp, Toxascaris sp, Toxocara sp, Trichiurus sp, Capillaria sp, oxiurideos,
tricostrongilideos e Taenia solium (Monzoén et al., 1991, Martinez et al.,, 2000 e
Oliveira et al., 2002) e virus entéricos (Tan et al., 1997) ja foram isolados de

moscas.

No aparelho digestivo de larva de mosca de estabulo (Stomoxys calcitrans)
foi detectada a presenga de Enterobacter sakazakii, patégeno emergente,
causador de infecgdes como meningites, septicemia e enterocolites em recém-

nascidos, prematuros e imunocomprometidos (Hamilton et al., 2003).

Rahuma et al. (2005) detectaram microrganismos patogénicos em Musca
domestica coletadas em Misurata, cidade da Libia. Foram capturados 50
individuos em cada um dos 3 locais diferentes: Hospital Central, ruas e
abatedouro. Salmonella spp., Yersinia enterocolitica e Edwardsiella tarda foram
isoladas das moscas provenientes das ruas e abatedouro. Shigella sonnei foi
detectada em apenas uma mosca que foi coletada no abatedouro. Nas moscas
coletadas no hospital, ruas e abatedouro, 42%, 42% e 32% foram positivas para E.
coli, 70%, 50% e 62% para Klebsiella spp., 2%, 20% e 10% para Aeromonas spp.,
96%, 36% e 34% para Pseudomonas spp., 20%, 12% e 16% para Staphylococcus
spp., € 24%, 22% e 18% para Streptococcus spp., respectivamente.



No nordeste de Kansas foram coletadas, por 4 meses, 3.440 moscas
domésticas de 2 locais de fazenda de gado e analisadas individualmente para
isolamento e quantificagdo de E. coli 0157:H7. O patégeno foi detectado em 2,9%
e 1,4% para as moscas domeésticas coletadas de cocheiras e de local de
estocagem de alimento para o gado, respectivamente. A contagem de E. coli
0157:H7 foi de 3,0x10" a 1,5x10° UFC/mosca entre as amostras positivas
(Muhammad, Zurek, 2004).

Moscas domésticas foram expostas por 30 minutos ao contato com uma
solugdo aquosa de leite com acgucar, bife e salada de batata, previamente
contaminados com gene fluorescente de E. coli (8 log10 UFC/mI). Foi detectado E.
coli (>1,7 log10 UFC/mosca) em 43% (29/67), 53% (23/43) e 62% (32/52) de
moscas no sistema leite com acgucar, bife e salada de batata, respectivamente.
Para as moscas positivas, a média geométrica carreada (log10 UFC/mosca) foi de
2,93%1,24 para leite com agucar, 3,77+1,28 para bife e 2,25t0,64 para salada de
batata. A transferéncia de bactérias pelas moscas contaminadas por E. coli
presente nos alimentos, para uma superficie estéril de acordo com cada pouso foi
determinada. E. coli transferida por mosca do sistema leite com agucar foi 3,5+0,7
log10 UFC/pouso de mosca, 3,9+0,7 de bife e 2,61+1,16 de salada de batata (De
Jesus et al., 2004).

Campybobacter spp. e E. coli O157:H7 foram encontrados em individuos de
Musca domestica, Stomoxys calcitrans, Hydrotaea aenescens, Adia cinerella e em

amostras de fezes de peru em duas granjas no Arkansas (Szalanski et al., 2004).

Sela et al. (2005) investigaram o potencial de transmissao de patégenos por
mosca de frutas Ceratitis capitata. Em solugdo de sacarose foi adicionado
Escherichia coli marcada com GFP (green fluorescent protein) para contato das
moscas e posterior contato com macgas. A detecgdo de E. coli foi positiva nas
moscas e has macas. Por microscopio de fluorescéncia foi observada a presenca

de E. coli marcada no labro das moscas.



Moscas domésticas foram coletadas em sistema de tratamento de agua de
lagoa em fazenda de suinos na Carolina do Norte. Foram utilizados 2 tipos de
coletores, contendo diferentes liquidos atrativos e ferombnio sexual. Em ambos os
coletores, as moscas apresentaram concentracao de coliformes fecais, E. coli,
Enterococci e coliformes totais entre 2,1x10° a >1,8x10° UFC/g de mosca, e
esporos de Clostridium perfringens entre 4,9x10" a 1,3x10° UFC/g (Likirdopulos et
al., 2005).

Em mosca de fruta no México, Anastrepha Iudens (Diptera: Tephritidae),
foram identificadas 18 diferentes espécies de bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae, Vibrionaceae, Micrococcaceae,
Deinococcacea, Bacillaceae, e do género Listeria (Kuzina et al., 2001). De uma
porcdo de 96 moscas capturadas em 8 diferentes locais em Dacca, capital de
Bangladesh, 66% foram positivas para E. coli e 20,8% para Staphylococcus

aureus entre outros microrganismos patogénicos (Khan, Huq, 1978).

No Codex Alimentarius (anexo 2 do CX/FH 01/14 July 2001) sé&o
apresentados resultados de pesquisas demonstrando o envolvimento de moscas
como vetor potencial de E. coli O157:H7 em carnes ou produtos de frutas e de
Salmonella Enteritidis em ovos. Além disso, ha também o estudo epidemiolégico
realizado para elucidagdo de uma epidemia de doencga transmitida por EHEC-
0157 (enterohemorragica), proliferada por moscas como reservatorio e vetor, na
cidade de Obihiro e Prefeitura de Saga no Japado. Os padrdes de DNA das
linhagens de E. coli O157:H7 (EHEC-O157) isoladas de ambos pacientes e
moscas em Saga, bem como a vero-toxina eram idénticos. A simples exclusao da
exposicao dos alimentos e utensilios as moscas cessou a epidemia em Saga

ainda que as moscas excluidas continuassem positivas para EHEC-0O157.

Moscas domésticas suspeitas em causar surto de EHEC 0157 no Japéo
foram investigadas. Segundo Kobayashi et al. (1999), a EHEC O157 ingerida pela
mosca doméstica se abriga no intestino e continua a ser excretada por no minimo

3 dias apds a sua ingestdo. Por microscopia eletrbnica de varredura, um grande
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numero do patdogeno foi observado na superficie da mandibula da mosca
domeéstica, e proliferado em espaco de minutos para o labro. A persisténcia da
bactéria no intestino e fezes €& principalmente o resultado da proliferacdo e
acumulo de EHEC O157 na mandibula. Pesquisas mostram um aumento potencial
na disseminagao de E. coli O157:H7 pela excregcao de Musca domestica em
alimentos, particularmente durante as primeiras 24 horas depois da ingestao da
bactéria (Sasaki et al., 2000).

2.3 Queijo Minas frescal

A producado de leite cru no Brasil em condigdes nem sempre adequada é
agravada pela sua comercializagdo informal (clandestina) ou por seus
subprodutos, particularmente o queijo minas frescal artesanal (Bulhdes, Rossi
Junior, 2002).

Em artigo da Folha de Sdo Paulo de 02/03/99, o presidente da empresa Leite
Brasil, Sr. Jorge Rubez, destaca que 50% do leite produzido no pais ndo passa
por inspecgao representando notorios riscos a saude da populagdo. Esta matéria
prima é também utilizada na producéo artesanal de queijos em “fabriquetas” sem
condigbes adequadas de higiene. Assim, estes produtos sao produzidos e
comercializados sem qualquer controle ou fiscalizagdo que possibilite assegurar
sua qualidade para o consumo, podendo comprometer a saude do consumidor

com doengas graves.

O queijo Minas produzido e comercializado clandestinamente € muito comum
na regido Sul e Sudeste do Brasil. E um produto de massa macia e nem sempre
submetido a pasteurizacdo. Seu alto teor de agua, aliado a quase sempre
condigdes higiénicas deficientes de processamento, manipulagéo, transporte e
estocagem, o tornam bastante susceptivel a microrganismos patogénicos e

deteriorantes (Bulhdes, Rossi Junior, 2002).
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No Brasil existem varios tipos de queijos frescos produzidos de forma
artesanal e industrial, tanto por pequenos produtores quanto por algumas
industrias. Esses queijos s&o muito populares e devido ao bom rendimento de
fabricacdo, sdo comercializados a pregos acessiveis a uma maior faixa da
populagcdo (Sena et al, 2000). O queijo Minas frescal artesanal difere do
industrializado por ser produzido a partir do leite cru, sem adi¢ao de fermento ou
acido latico e por nao sofrer inspecao sanitaria de érgaos competentes (Carvalho,
2003).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos
Lacteos (DIPOA, 2004) entende-se por queijo Minas frescal, o queijo fresco obtido
por coagulagdo enzimatica do leite com o coalho e/ou enzimas coagulantes
apropriadas, complementada ou nao com a ac¢ao de bactérias laticas especificas.
De acordo com a Portaria 352 de 04 de setembro de 1997, que foi alterada pela
Instrugdo Normativa n® 4 de 01 de margo de 2004, o queijo Minas frescal é
classificado como queijo semi-gordo: entre 25,0 e 44,9%, de muito alta umidade:
com umidade n&o inferior a 55% (conhecido como massa branda ou “mole”), a ser
consumido fresco (DIPOA, 1996, 1997, 2004).

O queijo caseiro Minas frescal por apresentar elevado teor de umidade, ser
um produto altamente perecivel e passar por uma grande manipulagdo, apresenta
condicbes propicias para a contaminacdo, sobrevivéncia e multiplicagao
bacteriana, e muitas dessas bactérias podem ser patogénicas ou produzir
metabdlitos microbianos e causar intoxicacdes e/ou infecgdes alimentares nos

seres humanos (Camara et al., 2002).

Apesar das exigéncias para que o leite destinado a fabricagdo de queijos seja
higienizado por meios fisicos e submetidos a pasteurizacdo, € intensa a
comercializagdo dos queijos que ndo passam por tais especificagdes. Além disso,
a contaminacao do leite pds-pasteurizacao, a utilizacdo de fermentos inativos,

temperaturas inadequadas e incorretas condigbes de manufatura e armazenagem,
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contribuem também de forma efetiva para o comprometimento da qualidade do

produto final (Pereira et al., 1999).

O queijo minas frescal, além de ser um queijo fresco com alto conteudo de
umidade, utiliza temperaturas de 32-35°C em seu processamento, ndo é
submetido a cura e apresenta baixa porcentagem de sal. Estas caracteristicas
geram condi¢cdes ainda mais favoraveis para o desenvolvimento de patégenos
(Carvalho, 2003).

Semelhante ao processo tradicional, o queijo Minas frescal fabricado por
acidificacao direta é obtido por coagulagdo enzimatica, porém a acidificacéo é
promovida pelo uso direto de acido latico no lugar de fermento latico (Carvalho,
2003).

A utilizacdo de acido latico industrial como substituto do fermento latico foi
estudada por Van Dender e Moreno (1992). Esta alteracdo na tecnologia de
fabricacao teve como resultados principais o0 aumento de umidade, aumento do pH
final do queijo, diminuigdo da acidez e maior perda de soélidos soluveis no soro, se
comparados com queijos produzidos convencionalmente. Apesar da maior perda

de solidos no soro, a utilizagao de acido latico aumenta o rendimento dos queijos.

Segundo Van Dender e Moreno (1992), o processamento de acidificagcao
direta promove maior retencdo de umidade e redugado de acidez do queijo. A
coalhada menos acida retém mais facilmente o soro. A acidificagao favorece a
drenagem do soro aumentando a permeabilidade do gel como consequéncia da
desmineralizagdo da coalhada. O queijo Minas frescal produzido com uso de
acidificagao direta apresenta menores alteragdes na estocagem que os fabricados
com uso de fermento latico. Por outro lado, Naldini (2002) verificou que o produto
obtido por acidificagdo direta foi mais sensivel as contaminagées microbioldgicas,
devido ao pH final mais elevado e a auséncia de bactérias laticas na competicao

com outros microrganismos.

12



Campos (2000) afirma que o uso de fermento latico, mesmo em pequenas
proporgdes (0,1% e 0,5%), confere agéo protetora contra o crescimento de outros

microrganismos.

Em termos gerais, dentro do campo da microbiologia de alimentos, sem
duvida as contaminagdes microbianas dos alimentos sdo indesejaveis e inclusive
nocivas. Este aspecto € encarado com tal rigor que para se conhecer a existéncia
de possiveis deficiéncias higiénicas, as quais implicariam em contaminagdes
alimentares, voltam-se as atengbes para grupos de microrganismos, desde
aqueles considerados indicadores, como também para os patogénicos que
encontram no alimento um meio propicio para o desenvolvimento e até mesmo a

liberagao de substéncias toxicas (Franco, Almeida, 1992).

2.4 Principais Contaminantes em Queijo Minas frescal

Dentre alguns microrganismos importantes em alimentos, destaca-se a
Salmonella spp., causadora de infecgao alimentar; a Escherichia coli, que possui
sorogrupos cuja patogenicidade € conhecida através da agao toxigénica e
infecciosa, e o Staphylococcus aureus, que € toxigénico e produtor de toxina
termoestavel pré formada no alimento. Em 2000, segundo pesquisa realizada por
Camara et al. (2002), esses microrganismos foram responsaveis por 37,5%, 50%
e 37,5%, respectivamente, de 8 surtos confirmados; sendo identificado

Staphylococcus aureus, 33,3% em queijo Minas frescal artesanal.

De Buyser et al. (2001) considerou a Salmonella spp., o Staphylococcus
aureus, a Listeria monocytogenes e a E. coli como as bactérias mais perigosas
para segurancga alimentar em queijos, em revisao bibliografica realizada sobre a
implicagao do leite e seus derivados em doencgas transmitidas por alimentos na

Franca e em paises industrializados.
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Com o objetivo de avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias do queijo Minas
frescal produzido artesanalmente em Cuiaba/MT, foi realizada analise
microbiolégica de 30 amostras obtidas em dois pontos de comercializagdo. Na
determinacdo de Coliformes fecais, 28 amostras (93,33%) apresentaram valores
>10°NMP/g e somente 2 amostras (6,67%) estavam dentro dos padrdes legais
exigidos. Na contagem de Staphylococcus aureus, em 29 amostras (96,67%)
obteve-se valores superiores a 103UFC/g, estando apenas 1 amostra (3,33%) em

conformidade com o padrao legal (Loguercio, Aleixo, 2001).

30 amostras de queijo Minas frescal de produgao artesanal e 30 de produgao
industrial fiscalizadas pelo Servico de Inspecdo Estadual e Federal foram
adquiridas no comércio do municipio de Jaboticabal, SP. 83,4% das amostras
artesanais e 66,7% das industrializadas apresentaram-se em desacordo com o
estabelecido pela ANVISA para coliformes fecais. Para Staphylococcus coagulase
positiva, 20% das amostras artesanais e 10% das industrializadas apresentaram-
se em desacordo com o estabelecido pela ANVISA. Salmonella spp., Listeria
monocytogenes e Campylobacter spp. ndo foram encontrados nestas amostras
(Salotti et al., 2006).

A sobrevivéncia de L. monocytogenes durante as fases de fabricagéao,
maturagdo e estocagem de queijos macios produzidos por coagulagdo acida a
partir de leite de cabra cru foram analisadas. O patdgeno foi inoculado em
concentragdes de 10 a 10?> UFC/ml. Houve diminuicdo na contagem de L.
monocytogenes devido provavelmente ao efeito do baixo pH e a atividade do
fermento latico, mas n&o seu completo desaparecimento. Na concentracdo de 10
UFC/ml, a bactéria foi encontrada na superficie do produto até 7 dias apds sua
fabricacdo, e em seu interior, até 42 dias. Para a inoculacdo de 10> UFC/ml, os
resultados foram positivos até 42 dias, tanto na superficie como no seu interior
(Morgan et al., 2001).

Das 168 amostras de variedades de queijo Minas (frescal, canastra,

padronizado) com e sem registro no SIF (Servico de Inspecao Federal) coletadas
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em Belo Horizonte de 1995 a 1996, 64,9% foram condenadas devido a presenca

de Coliformes fecais (Pereira et al., 1999).

A ocorréncia de Coliformes Fecais e de Escherichia coli foi avaliada em
amostras de queijo Minas frescal comercializadas na cidade de Pogos de
Caldas/MG. Foram analisadas 80 amostras, sendo que 30 (37,5%) e 24 (30,0%)
amostras apresentaram valores médios de 3,4X10° UFC/g e 9,3X10* UFC/q,
respectivamente (Almeida Filho, Nader Filho, 2002).

Em outro estudo, das 60 amostras de queijo Minas coletadas em feiras livres,
mercado municipal e barracas de camelés de Sao Paulo, 73,3% apresentaram
Coliformes fecais e 26,7% Staphylococcus aureus em niveis acima do permitido
pela legislagao (Pedro, 2003).

Silva (1998) verificou que em 60 amostras de queijo Minas frescal adquiridas
na Cidade do Rio de Janeiro, RJ, 38,4% das amostras apresentaram contagem de
Staphylococcus aureus superiores a 10°UFC/g. Mandil et al. (1993) constataram
que 67% das amostras do mesmo produto provenientes da cidade de Belo
Horizonte, apresentaram contagens do mesmo microrganismo variando de 10" a
10°UFC/g.

Sabioni e Maia (1998) constataram contagens elevadas de Staphylococcus
aureus (>10° UFC/g) em 70% das amostras analisadas de queijo Minas frescal de
fabricacao artesanal. Para o mesmo tipo de amostra, coletadas em feiras livres na
regidao de Sao José do Rio Preto, SP, Hoffmann et al. (2002) verificaram que 100%
das amostras apresentaram contagem acima de 10* UFC/g para S. aureus, e 80%
para Salmonella. Essas amostras apresentaram também resultados positivos para
E. coli.

Vialta et al. (2004) avaliaram 108 amostras de leite e 206 de queijos
comercializadas informalmente no estado de Sao Paulo e detectaram a presenca

de Staphylococcus aureus em 37% das amostras de leite e 29% de queijos, e
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coliformes fecais em 11% e 22%, respectivamente, acima dos limites toleraveis

pela legislagao.

Peresi et al. (2001) analisaram 30 amostras de queijo Minas frescal artesanal
comercializadas em feiras livres e 30 amostras industrializadas coletadas em
supermercados de S&o José do Rio Preto. Os resultados revelaram que 23,3%
das amostras industrializadas e 76,6% das artesanais estavam em desacordo com
os padrdes previstos na legislagdo. Coliformes fecais foi observado em 43% das
amostras artesanais apresentando elevado numero (>2,4x10%g). Estafilococos
coagulase positiva foi encontrado em 60% das amostras artesanais e em uma
amostra industrializada (3,3%). Em 53% das amostras artesanais, verificou-se a
presenca de S. aureus numa faixa de 1,0x10* a 3,0x10° UFC/g. Salmonella foi
detectada em 6,7% das amostras artesanais.

Em feiras livres da Cidade de Sao Paulo, no periodo de 1993 e 1994 foram
coletadas amostras de queijo prato, mussarela e mineiro, para avaliagao
microscopica de matérias estranhas. Das 141 amostras analisadas, 75,9%
apresentaram pelo menos um tipo de matéria estranha como acaro, fragmentos de
insetos, pélo de roedor, pélo de gado, ou residuo vegetal (Correia, Roncada,
1997).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Avaliacao da presenca de microrganismos patogénicos em “pool” de
Musca domestica L., capturadas em diferentes locais de fabricacao de queijo
Minas frescal artesanal

3.1.1 Captura e identificacao das moscas

As moscas foram capturadas, com uso de um pucga, em 12 diferentes locais

de fabricagcdo artesanal de queijo Minas frescal, sendo um da regido rural de
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Campinas/SP e 11 da regido de Americana/SP. Foram transportadas para o
Instituto de Tecnologia de Alimentos - ITAL, Campinas/SP em embalagens
plasticas a temperatura ambiente.

De cada local de captura foram separados 30 espécimes de Musca
domestica L. identificados segundo Gentry et al. (1991), dando origem ao “pool” de

moscas de cada local.

3.1.2 Ensaios microbioldgicos

Cada “pool” de moscas dos diferentes locais foi analisado quanto a presenca
de bactérias aerdbias mesofilicas, coliformes totais, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia col.

Constatada a presenga dos microrganismos nas moscas, foi selecionado o
local “7” (sitio) situado na regiao rural de Americana/SP, como o0 mais adequado
para as capturas de moscas a serem utilizadas nos ensaios deste trabalho. Este
local foi selecionado por apresentar contaminagao microbiolégica mais expressiva,
indicativo de praticas e condi¢cdes higiénico-sanitarias precarias de fabricagdo, em

comparagao aos demais locais de captura de moscas.

3.2 Determinacao do potencial de transmissao de microrganismos
patogénicos de Musca domestica para o queijo Minas frescal ultrafiltrado
(UF)

O potencial de transmissao de microrganismos patogénicos foi avaliado por
meio do contato de um “pool” de moscas vivas com uma porc¢ao de queijo Minas
frescal ultrafiltrado e pela adigcdo de “caldo” de moscas a amostra de queijo

Minas frescal UF, conforme descrito no item 3.2.3.
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3.2.1 Captura e identificacao das moscas

O “pool” de espécimes de Musca domestica utilizados para contato com o queijo
Minas frescal UF e posterior preparo do caldo de moscas, foram capturados e

identificados conforme descrito no item 3.1.1.
3.2.2 Queijo Minas frescal ultrafiltrado

A escolha deste tipo de queijo Minas frescal baseou-se no fato do produto
apresentar baixas contagens microbianas em fungdo de seu processo de
fabricacdo. Além disso, o produto apresenta valor de pH relativamente alto que,
juntamente com o teor de umidade elevado, fornecem condi¢des ideais para o
desenvolvimento de bactérias patogénicas, sendo, portanto, usado para este
estudo.

O queijo Minas frescal UF de um mesmo lote de fabricagao, foi adquirido e
transportado para o Instituto de Tecnologia de Alimentos - ITAL, Campinas/SP,
em condicao de refrigeracao (10°C).

Utilizando-se procedimentos assépticos, em uma camara de fluxo laminar, 3
pecas de queijos Minas frescal UF foram divididas em trés por¢gdes e cada
porcdo de cada peca de queijo foi misturada para originar trés amostras
compostas. Uma das amostras compostas foi utilizada como “controle”,
enquanto as demais foram destinadas aos procedimentos para avaliar o
potencial de transmissdo dos microrganismos a partir das moscas para o

produto.
3.2.3 Contato de “pool” de Musca domestica vivas com queijo

Foi realizado o contato de um “pool” com 30 espécimes de Musca domestica
vivos, provenientes do local “7” de fabricacdo de queijos artesanal, com 225¢g de
queijo em pedacos dispostos em saco plastico estéril com volume de 3000cm?®
por aproximadamente 1 hora, originando a amostra “Queijo+Contato”. A Figura

1 apresenta o contato das moscas com o queijo Minas frescal ultrafiltrado. Apds
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este periodo, as moscas foram mortas por esmagamento e colocadas, em
condigdes assépticas, em um saco de Stomacker e, a seguir, homogeneizadas
manualmente com 100mL de Caldo Triptona de Soja (TSB) resultando na

amostra “caldo de mosca”.
3.2.4 Adicao de caldo de Musca domestica com queijo
Em uma segunda etapa, a outra amostra de 225g de queijo Minas frescal UF

foi homogeneizada com uma mistura de 185mL de citrato de s6dio 2% e 40mL do

“caldo de moscas", originando a amostra “Queijo+Caldo”.

Figura 1. Contato do “pool” de moscas com o queijo Minas frescal ultrafiltrado.

3.2.5 Estocagem e analises realizadas

Foram realizadas analises microbiologicas (bactérias aerdbias mesofilicas,
coliformes totais, Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
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e Escherichia coli) no primeiro dia e apds 7 e 14 dias de estocagem, na amostra
de queijo “controle” (sem contaminagcdo) e nas amostras “Queijo+Contato” e
“Queijo+Caldo”, sendo mantidas a 10°C. A amostra de “caldo de moscas” foi
avaliada somente no primeiro dia.

Para a realizacdo das analises microbiologicas, as amostras foram
previamente incubadas a 35°C por 30 minutos para enriquecimento e para o
preparo das diluigdes. 25g de queijo foi homogeneizado por 2 min em 225mL de
solugado estéril de citrato de sodio 2% (p/v), a 40-45°C, com um Stomacker Lab-
Blender 400 (Seward Medical, London, UK).

As analises fisico-quimicas (pH, acidez, extrato seco total, gordura, cloreto de
sdodio, proteina total, indice de extensao de protedlise, indice de profundidade de
protedlise e atividade de agua) foram realizadas no queijo “controle” no primeiro
dia e apos 7 e 14 dias de estocagem. Este experimento foi repetido em trés

diferentes épocas (Epoca A, B e C).

3.3 Avaliacao das condicoes higiénicas de um local de producao artesanal
de queijo Minas frescal

3.3.1 Captura e identificacao das moscas

O “pool” de espécimes de Musca domestica foram capturados e identificados

conforme descrito no item 3.1.1.

3.3.2 Coleta de leite e queijo Minas frescal

No mesmo local “7”, foram coletadas amostras de leite e de queijo Minas
frescal de produgao artesanal local para avaliagdo microbioldgica, fisico-quimica e
microscopica.

As amostras foram transportadas para o Instituto de Tecnologia de Alimentos
- ITAL, Campinas/SP, sob condi¢ao de refrigeragdo (10°C), para os procedimentos

e as determinagdes analiticas.
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3.3.3 Ensaios microbiolégicos

Utilizando-se procedimentos assépticos, em uma camara de fluxo laminar, 3
pecas de queijos Minas frescal artesanal foram divididas em trés por¢des, sendo
que cada porgao de cada pecga de queijo foi misturada para originar uma amostra
composta para a avaliagdo microscoépica, fisico-quimica e microbiolégica. As
outras duas amostras compostas foram armazenadas a 10°C por 14 dias para
avaliacao fisico-quimica e microbioldgica.

As avaliagbes microbiologicas, fisico-quimicas e microscopicas, foram
realizadas no primeiro dia para as amostras de leite e queijo. Apds 7 e 14 dias de
estocagem, as analises microbiolégicas e fisico-quimicas foram realizadas
somente para o queijo. As moscas foram avaliadas somente no primeiro dia, apos
serem mortas por esmagamento e homogeneizadas com Caldo Triptona de Soja
(TSB) que originou o “caldo de mosca”, para as analises microbioldgicas. As
amostras de moscas, leite e queijo Minas frescal artesanal foram coletadas no
mesmo local “7” em trés épocas diferentes (Epoca A, B e C) para as respectivas

analises.

3.4 Avaliacao do potencial de transmissao de microrganismos patogénicos
de homogeneizado de Musca domestica para o queijo Minas frescal durante
a sua fabricacao em escala piloto

3.4.1 Preparo do homogeneizado de moscas
Foi utilizado 420mL de caldo de Triptona de Soja - TSB (Merck-Germany)
para homogeneizar 120 espécimes (aproximadamente 1 mosca para 20g de

queijo) de Musca domestica, que foram identificados segundo Gentry et al. (1991),

coletadas no local “7” de fabricagcao artesanal de queijo Minas frescal.
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3.4.2 Processamento do queijo Minas frescal

O queijo Minas frescal foi fabricado em trés épocas distintas em escala piloto
no Centro de Pesquisas e Desenvolvimento de Laticinios - TECNOLAT do Instituto
de Tecnologia de Alimentos - ITAL, utilizando-se a técnica de acidificagédo direta.

O leite cru, adquirido da Cooperativa de Laticinios - Jaguariuna, Campinas,
SP, foi filtrado em um dessorador de nylon, com abertura de 100um, para retirada
de possiveis matérias estranhas presentes. A pasteurizacio foi realizada por 30
minutos a 63°C, sendo a seguir resfriado, e mantido a temperatura de 35°C
durante o processo de fabricacao.

Ao leite foi adicionado o volume de 50 mL de solugéo de cloreto de calcio a
50% (25g de CaCl, em 100 litros de leite), acido latico diluido 1:10 em volume
suficiente para o leite atingir valor de pH entre 6,0 e 6,1 e coalho liquido na
propor¢do indicada pelo fornecedor (7-9mL/10L, ChrHansen) diluido em agua
destilada (1:9). Apos a formagao da coalhada, a massa foi cortada e apds repouso
por 5 minutos, foi iniciada agitacao intermitente a cada 5 minutos durante 40
minutos, e em seguida, agitagdo continua por 20 minutos. A seguir, foi adicionada
salmoura (1kg NaCl/100L de leite) a mistura massa/soro.

Nesta etapa do processo, uma porcao de aproximadamente 1,5Kg da massa
de queijo foi retirada do tanque para adicdo do homogeneizado de moscas. Esta
massa foi enformada originando o “queijo teste” (QT), como também a porgéo
restante, sem adicdo do homogeneizado de moscas, dando origem ao “queijo
controle” (QC).

Apods a enformagem e viragem das amostras dos queijos “teste” e “controle”,
os mesmos foram pesados, embalados em “saquinhos” de polietileno e estocados
a 10°C.

As analises microbiolégicas (bactérias aerébias mesofilicas, coliformes totais,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli) foram efetuadas no primeiro dia e apds 7 e 14 dias de estocagem na amostra
QT e QC, sendo o homogeneizado de moscas, analisado apenas no primeiro dia.
As analises fisico-quimicas foram realizadas nas amostras QC durante todo o

periodo de estocagem (1°, 7° e 14° dia). A avaliagdo microscopica foi realizada
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apenas no primeiro dia para as amostras QC. O leite foi analisado apenas no
primeiro dia para todas as avaliagdes.
O fluxograma da fabricagdo do queijo Minas frescal esta apresentado na

Figura 2. As imagens das etapas da fabricacdo do queijo Minas frescal podem ser
observadas na Figura 3.

Este ensaio foi repetido em trés épocas distintas (Epoca A, B e C).
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Leite cru Tipo B
v

Pasteurizagao lenta
(63°C/30 min)
v

Resfriamento (33 - 35°C)
v

Adicao de
Cloreto de calcio (50mL de solu¢do 50%/100L)
Coalho (7-9mL/10L) diluido em agua destilada (1:9)
Acido lactico (pH 6,0 - 6,1)
v
Coagulacao (+ 40 min)
v
Corte da coalhada e repouso (5 min)
v
Agitacao e repouso
(intermitente a cada 5 min durante 40 min, e 20 min de agitagao continua)

v
Ponto da massa
v
Dessoragem parcial
Salga na massa (1,0kg NaCl/100L leite) Adicao de
v < homogeneizado
de moscas

Enformagem e viragens
(1,5h a cada 30 min)

v

Embalagem
v

Estocagem a 10°C

Figura 2. Fluxograma de fabricagao de queijo Minas frescal em escala piloto por

técnica de acidificagao direta.
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Figura 3. Etapas da fabricagdo do queijo Minas frescal: filtracdo do leite em

dessorador (A), coleta de amostras para analises (B), controle de temperatura do
leite para pasteurizagéo (C), controle de temperatura da agua para coagulagao
(D), diluicdo do coalho (E), adicdo e homogeneizagdo de CaCl,, acido latico e
coalho (F), agitagdo da massa apos corte (G), salga (H), enformagem (I), mistura
da massa com caldo de moscas (J), enformagem dos “queijo teste” (K) e viragem
dos queijos (L).
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3.5 Avaliacao da capacidade da Musca domestica em promover a
contaminacao cruzada de microrganismos patogénicos provenientes de

habitat contaminado para queijo Minas frescal

Um teste complementar foi realizado para verificar a capacidade da Musca
domestica em promover a contaminagao cruzada em queijo Minas frescal a partir
de habitat contaminado artificialmente por microrganismos patogénicos. Os
ensaios deste teste consistiram na avaliagdo microbiolégica de amostras de queijo
Minas frescal (produzido em escala piloto) colocado em ambiente fechado com um
“‘pool” de 30 espécimes de Musca domestica identificados segundo Gentry et al.
(1991), coletadas do local “7” de fabricagdo de queijo artesanal, contaminadas
artificialmente pelos microrganismos patogénicos estudados neste trabalho.

Foi desenvolvido um sistema fechado composto de dois compartimentos,
simulando um ambiente onde as moscas podiam voar e pousar livremente de um
compartimento, onde foi inserida a placa com Agar (Tipo 900-Brasil) contendo
1,0mL de cada patégeno (Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus
ATCC 12600, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Salmonella spp. ATCC
14028), para o outro compartimento onde foi disposto 225g de queijo Minas frescal
em pedacos. As imagens do sistema fechado podem ser observadas na Figura 4.
Este sistema contava com uma abertura para a entrada das moscas e com uma
tampa para ndo permitir a saida das mesmas.

Em seguida, o “pool” de 30 moscas foi inserido nesse sistema, acoplando a
abertura da entrada o saco plastico contendo as mesmas. Do outro lado, uma
luminaria foi colocada para que atraidas pela luminosidade (fototropismo positivo),
as moscas adentrassem facilmente ao sistema onde permaneceram por um
periodo de 5 horas. Neste periodo as moscas voavam e pousavam no cultivo de
microrganismos e no queijo aleatoriamente. Este periodo de contato foi
estabelecido de forma a reproduzir as condigcdes ambientais ao qual o queijo é
estocado, no processo artesanal, até seu destino final (pontos de venda). A seguir,
as moscas e as amostras de queijo foram submetidas as analises microbioldgicas.

Este experimento foi repetido em trés épocas distintas (Epoca A, B e C).
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Figura 4. Sistema fechado desenvolvido para verificar a proliferacao de patégenos
em queijo Minas frescal, pelo contato com Musca domestica, provenientes de

habitat artificialmente contaminado.
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3.6 Técnicas Microbiolégicas Empregadas

A determinagdo de microrganismos mesofilicos, coliformes totais,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella
spp, foi realizada segundo os métodos da American Public Health Association -
APHA (Vanderzant, Splittstoesser, 1992).

3.6.1 Contagem total de mesdfilos

O método de contagem de microrganismos em placas € um método geral,
que pode ser utilizado tanto para contagem de grandes grupos microbianos, como

os aerobios mesofilos.

3.6.1.a) Preparacao das amostras e diluicoes seriadas. A unidade analitica
utilizada foi de 25g, retirada assepticamente da amostra e transferida para um
saco stomacher, onde posteriormente foi homogeneizada e realizada a diluigao
inicial de 1:10 (10™7), adicionando-se 225ml de Caldo Tripticase de Soja — TSB
(Merck — Germany) a amostra.

Para preparacdo da segunda diluicdo (107), foi transferido assepticamente,
1,0ml da diluicdo 10™ para 9,0 ml de agua peptonada (Oxoid—England) a 1%. As
diluicbes subsequentes foram obtidas de maneira similar, transferindo-se 1,0ml da

diluicdo anterior para 9,0 ml.

3.6.1.b) Inoculacao. Foram selecionadas cinco diluigdes adequadas da amostra
(10'3 a 10'7) e inoculado 1,0ml de cada diluicdo em placas de Petri separadas,

estéreis e vazias.

3.6.1.c) Adicao do meio de cultura. Nas placas inoculadas foi colocado, 15 a
20ml de Agar Padrdo para Contagem — PCA (Merck - Germany), previamente
fundido e resfriado. O indculo foi misturado ao meio de cultura movimentando
suavemente as placas, em movimentos na forma de oito ou em movimentos

circulares, oito a dez vezes no sentido horario e oito a dez vezes no sentido anti-
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horario. Apds a completa solidificacdo do meio de cultura, as placas foram

invertidas e incubadas a 35°C por 48horas.

3.6.1.d) Contagem das colénias e calculo dos resultados. Foram selecionadas
as placas com 25 a 250 coldnias que foram contadas com auxilio de um Contador
de colbnias Phoenix — 1C 589. Foi calculado o numero de unidades formadoras de
colénias (UFC) por grama ou ml da amostra multiplicando o numero de colbnias

pelo inverso da diluigdo inoculada (UFC/g ou ml = N° Colénias/ diluig&o).

3.6.2 Deteccao de Salmonella spp.

3.6.2.1 Pré- Enriquecimento (em caldo néo seletivo). Foi transferida uma porgéo
de 25 gramas ou 25 ml da amostra para um frasco de homogeneizagéo,
previamente esterilizado e adicionado 225ml de caldo pré-enriquecimento - Caldo
Lactosado (Merck - Germany). A amostra foi homogeneizada e incubada a 35°C
por 24hs.

3.6.2.2 Enriquecimento Seletivo. Apds delicada homogeneizagéo, foi transferido
1,0ml do caldo de pré-enriquecimento para tubo com 10ml de Caldo Tetrationato —
TT (Difco - USA) e incubado a 35°C por 24 horas. O mesmo procedimento foi
realizado com caldo Selenito Cistina — SC (Difco - USA).

3.6.2.3 Plaqueamento Diferencial. Os tubos de enriquecimento seletivo foram
agitados em agitador de tubos tipo “vortex” - TECNAL e estriada uma algada do
caldo TT em placas de Agar Entérico de Hectoen — HE ( Merck- Germany) e Agar
Xilose Lisina Desoxiolato-XLD (Merck—Germany). O mesmo procedimento foi
utilizado com o Caldo SC (Difco — USA). As placas foram invertidas e incubadas a
35°C por 24 horas e posterior verificagdo quanto ao desenvolvimento de colonias
tipicas de Salmonella sp.

Agar HE: Colbnias transparentes, verde-azuladas, com ou sem centro preto.

Cepas fortemente produtoras de H,S podem produzir coldnias inteiramente pretas.
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Agar XLD: Colbnias transparentes, coloragdo rosa escuro, com ou sem
centro preto. Cepas fortemente produtoras de H,S podem produzir colbnias com

centro preto grande e brilhante, ou mesmo inteiramente pretas.

3.6.2.4 Confirmacao Preliminar das Col6nias Tipicas de Salmonella spp. Com
auxilio de uma agulha de inoculagado, foi removida uma por¢do da massa de
células do centro da colbnia tipica e inoculada em tubos inclinados de Agar Lisina
Ferro — LIA (Difco — USA) e Agar Triplice Agucar Ferro-TSI (Difco — USA). A
inoculacéao foi feita por picadas e estrias na rampa, utilizando-se a mesma algada
para inocular ambos os tubos. Foi realizada a confirmagao preliminar pelo menos
em duas colbnias tipicas de cada placa, nos tubos de LIA e TSI. Os tubos foram
incubados a 35°C por 24 horas e posterior observagdo quanto a ocorréncia de
reagao tipica de Salmonella:

Reacgéao tipica de Salmonella em TSI: rampa alcalina (vermelha) e fundo
acido (amarelo), com ou sem produgao de H,S (escurecimento do agar). Reagao
atipica em TSI que nao deve ser descartada se as demais reacdes em LIA se
apresentarem tipicas.

Reacéo tipica de Salmonella em LIA: fundo e rampa alcalinos (purpura, sem
alteragao da cor do meio), com ou sem produgao de H,S (escurecimento do meio).
Reacao atipica de LIA que nao deve ser descartada se as demais reacoes em TSI

se apresentarem tipicas.

3.6.2.5 Testes Soroldgicos e Bioquimicos para Confirmacao Definitiva

3.6.2.5.a) Teste soroldogico somatico polivalente

Foram marcados dois quadrados em uma lamina de vidro. A partir da cultura
de 24 horas de TSI, foi transferida uma alcada para cada um dos quadrados
demarcados e adicionada uma gota de solugao salina fisiolégica estéril para cada
um dos quadrados procedendo a homogeneizagdo. Sobre apenas um dos
quadrados foi adicionado uma gota de anti-soro somatico polivalente anti-
Salmonella (Difco-USA) e novamente homogeneizada. Segurando a lamina contra

um fundo preto bem iluminado, com delicados movimentos de inclinagcéo e rotagcao
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da lamina, pode-se observar a ocorréncia de aglutinacdo no quadrado com anti-
soro no caso de teste positivo. O quadrado onde né&o foi adicionado o anti-soro &
utiizado para comparagao, evitando confundir a aparéncia turva (controle

negativo) com a reagao de aglutinagéo.

3.6.2.5.b) Teste de urease

Foi transferida uma algada com inoculo pesado da cultura em TSI, para um
tubo com Caldo Uréia de Christensen (Difco-USA) e incubado a 35°/24h.
Paralelamente foi incubado um tubo n&o inoculado, para controle. A viragem
alcalina do indicador foi observada com alteragdo do meio de cor péssego para
cor rosa escuro (teste positivo), ou permanéncia do meio de cor original (teste

negativo). A maioria das cepas de Salmonella sao urease negativa.

3.6.2.5.c) Teste de fermentacao do dulcitol

Foi transferida uma algada com inoculo pesado da cultura de TSI, para um
tubo com Caldo de Vermelho de Fenol (Difco — USA) suplementado com 0,5% de
Dulcitol. Os tubos foram incubados a 35°C/48h, com a tampa ligeiramente
afrouxada. A viragem acida do indicador foi observada com a alteracédo da cor do
meio passando de avermelhada para amarela (teste positivo). A maioria das cepas

de Salmonella fermentam o dulcitol.

3.6.2.5.d) Teste do Indol

Foi transferida uma algada com inoculo leve da cultura em TSI, para tubos
com Caldo Triptona 1% (Difco — USA) e incubados a 35°C/24h. Foi adicionado 0,2
a 0,3ml do Reagente de Kovacs (Laborclin — Brasil — SP) para cada 4,0 a 5,0ml de
cultura em Caldo Triptona e procedimento de agitagao leve. A formagéao de anel
vermelho-violeta na superficie do meio de cultura implica em teste positivo, ou se
o anel permanecer amarelado (cor do reagente de Kovacs) o teste € negativo. O
desenvolvimento de coloracdo em tons entre vermelho e rosa indica teste

indeterminado. As cepas de Salmonella sao indol negativas.
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3.6.2.5.e) Teste de Malonato

Da cultura em Caldo Triptona, foi transferida uma algada com inoculo leve
para o Caldo Malonato Modificado (Difco — USA), que foi incubado a 35°C/48h,
juntamente com um tubo ndo inoculado como controle. A viragem alcalina do
indicador, altera a cor do meio de verde para azul (teste positivo) ou permanéncia
da cor verde do meio inalterada (teste negativo). A maioria das cepas de
Salmonella sdo malonato negativas.

Considerar como Salmonella todas as colénias que apresentarem as
seguintes caracteristicas: reagdes tipicas em LIA e TSI, teste sorolégico somatico
polivalente (+), teste de urease (-), teste de fermentacdo de dulcitol (+), teste de

indol (-) e teste de malonato (-).
3.6.3. Contagem de Staphylococcus aureus

3.6.3.a) Preparacao da amostra e diluicoes seriadas. A unidade analitica
utilizada foi de 25g, retirada assepticamente da amostra e transferida para um
saco stomacker, onde foi posteriormente homogeneizada e realizada a diluigdo
inicial de 1:10 (10™"), adicionando-se 225ml de Caldo Tripticase de Soja — TSB
(Merck - Germany) a amostra.

Para preparagdo da segunda diluicdo (10'2), foi transferido assepticamente
1,0ml da diluicdo 107" para 9,0ml de agua peptonada a 1% (Oxoid - England). As
diluicdes subsequentes foram obtidas de maneira similar, transferindo-se 1,0ml ou

10ml da diluigdo anterior para 9,0 ou 90,0ml de diluente respectivamente.

3.6.3.b) Incubacao. Foi inoculado 0,1ml de cada diluicdo adequada da amostra
(107", 102, 10° e 10™*) na superficie seca de Agar Baird-Parker — BP (Merck -
Germany), previamente preparadas em placas de Petri. O inéculo foi espalhado
com o auxilio de uma alg¢a de Drigalski, a partir da diluigdo maior para as de menor
diluicdo, até que todo o excesso de liquido fosse absorvido. Apés a secagem dos

meios inoculados, as placas foram invertidas e incubadas a 35°C por 48horas.
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3.6.3.c) Contagem das col6nias presuntivas. Foram selecionadas placas com
20 a 200 colbénias e contadas as colbnias tipicas caracteristicas de S. aureus
apresentando-se como colbnias circulares, pretas, pequenas (maximo 1,5mm em
didametro), lisas, convexas, com bordas perfeitas, massa de células
esbranquicadas nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou um halo

transparente se estendendo para além da zona opaca.

3.6.3.d) Confirmacao das coldnias tipicas. Foram selecionadas no minimo cinco
colénias tipicas, e havendo menos do que cinco, todas foram tomadas. No caso
da placa apresentar colbnias suspeitas de mais de um tipo, tipicas e atipicas,
foram selecionadas pelo menos cinco de cada tipo, ou um numero proporcional a
distribuicdo dos diferentes tipos na placa. Cada colbénia foi transferida para um
tubo de caldo de Infusdo Cérebro Coragédo- BHI (Merck - Germany), procedeu-se a
homogeneizacdo da massa de células com o caldo, uma algcada foi transferida
para um tubo com Agar Tripticase de Soja - TSA (Oxoid - England) inclinado e
ambos os tubos (BHI e TSA) foram incubados a 35°C/24horas, e realizadas as

provas bioquimicas (teste de coagulase, catalase e termonuclease).

3.6.4) Deteccao de Listeria monocytogenes

3.6.4.a) Enriquecimento seletivo. Foi homogeneizado 25g da amostra com
225ml de Caldo de Enriquecimento para Listeria - LEB (Difco - USA) em

stomacher e incubado a 30°C/24horas.

3.6.4.b) Plaqueamento seletivo diferencial. Foi homogeneizado cuidadosamente
o stomacker do enriquecimento seletivo e estriada uma algada em placa de Agar
Oxford-OXA (Oxoid — England) e uma algada em uma placa de Agar Cloreto de
Litio Feniletanol Moxalactam — LPM (Oxoid — England). As placas de Agar Oxford
foram incubadas a 35°C/24-48horas e as placas de LPM a 30°C/24-48horas. O
Caldo LEB foi reincubado por 24 horas adicionais e o plaqueamento repetido com

48 horas de incubacdo. Apds a incubacdao de OXA e LPM por 24 horas, foi
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observada a presencga de col6nias tipicas e, em caso negativo, as placas foram
reincubadas e observadas novamente com 48 horas.

Sao consideradas colbnias tipicas de Listeria:

Oxa - Colbnias esféricas, pretas, rodeadas por um halo preto de hidrdlise da
esculina.

LPM - As colbnias de Listeria no agar LPM devem ser observadas sob luz
obliqua (transluminagao), através de uma fonte de luz branca, posicionadas em
angulo de 45° em relacdo a fonte de luz. Nessas condigdes as colbénias de Listeria

tendem a apresentar uma coloracido azulada com aparéncia de vidro moido.

3.6.4.c) Confirmacao de colbnias tipicas. Foram selecionadas pelo menos 5
colbnias tipicas de cada placa, para confirmagdao. Cada col6nia foi estriada em
placas de Agar Tripticase de Soja (Merck - Germany) suplementado com 0,6% de
extrato de Levedura (Merck - Germany) — TSA-YE, para purificagdo, e as placas
incubadas a 30°C/24-48hs. Foram selecionadas as colbnias tipicas, bem isoladas,
para realizacdo das provas de confirmagdo. Com uma alga de inoculagao, a
colénia foi transferida para um tubo TSA-YE inclinado e para um tubo de Caldo
Tripticase de Soja 0,6% de extrato de levedura - TSB-YE, incubando-os a
30°C/24h. Foi utilizada a cultura em caldo e agar para a realizagdo das provas
bioquimicas (teste de catalase, motilidade, nitrato, Agar Triplice Agucar Ferro,
verificagcdo de hemolise e fermentagdo da dextrose, xilose, rhamnose, monitol,

maltose e esculina).

3.6.5) Determinacao do numero mais provavel de coliformes fecais, totais e
E. coli por grama (NMP/qg)

Foram selecionadas 3 diluicbes adequadas da amostra e transferidos 1ml
para tubos contendo caldo Lauril Sulfato Triptose — LST (Difco - USA) que
continham tubos de Duhran invertidos. Apds a incubacao a 35°C durante 48horas
dos tubos positivos que apresentaram produgao de gas, foi transferido 0,1ml para
trés tubos, um contendo caldo lactosado verde brilhante bile — VB (Merck -

Germany), incubado a 35°C durante 48horas, para verificar a presenca de
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coliformes totais, outro contendo Caldo EC (Merck - Germany), incubado a banho-
maria (Fanen) a 44,5°C durante 24horas para detectar coliformes fecais. Os tubos
que turvaram e apresentaram producao de gas, foram considerados positivos e a
leitura realizada através da tabela de Hoskin. Em outro tubo contendo LST-MUG
(Difco - USA) também foi transferido 0,1ml a partir do crescimento em caldo LST
para de verificagdo de E.coli. Os tubos foram incubados em banho-maria (Fanen)
a 44,5°C por 24horas e em seguida feita a leitura com a luz UV-Transluminador

(Merck - Germany).

3.7 Anadlises fisico-quimicas

As determinagdes fisicas e quimicas foram realizadas de acordo com
metodologias oficiais. O leite foi avaliado quanto a acidez, gordura, extrato seco
total (EST), densidade, pH, proteina total, lactose e cinzas. No queijo Minas
Frescal foram realizadas as analises de extrato seco total (EST), cloreto de sédio,
gordura, proteina total, indice de extensdo de protedlise (IEP), indice de
profundidade de protedlise (IPP), pH, atividade de agua e acidez.

O acompanhamento da estocagem dos queijos foi feito por meio de analises

periodicas (ap6s 1, 7 e 14 dias de estocagem).

3.7.1 Extrato seco total (EST)

O teor de extrato seco total das amostras de leite e de queijo foi determinado pelo
método de secagem das amostras mais areia tratada até peso constante, em
estufa a temperatura entre 102-104°C (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION,
1982).

3.7.2 Cloreto de sodio

O teor de sal das amostras de queijo foi determinado adicionando-se uma
quantidade conhecida e em excesso de nitrato de prata para reagir com o NaCl
presente na amostra. Em seguida, o excesso de nitrato de prata adicionado foi
quantificado por titulacdo com tiocianato de amoénia, e a quantidade de NaCl

determinada por diferenca (SERRES et al., 1973).
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3.7.3 Gordura

Para determinacao do teor de gordura presente nas amostras de leite foi utilizado
o método de Gerber, e para o queijo foi utilizado o método de Gerber-Van Gulik
(ANVISA, 2005).

3.7.4 Atividade de agua (Aw)

A atividade de agua dos queijos foi determinada a partir do ponto crioscopico do
extrato aquoso dos queijos, por meio de crioscopia eletrbnica, de acordo com
metodologia desenvolvida por VAN DENDER et al. (1995).

3.7.5 pH
Foi determinado por meio de um potenciometro digital (MICRONAL B-375)

3.7.6 Cinzas
O teor de cinzas foi determinado em mufla regulada para temperatura em torno de
550 + 5°C (HORWITZ, 2005).

3.7.7 Acidez

A determinacdo da acidez titulavel presente no leite foi realizada por meio do
método de Dornic (NaOH 0,11N), sendo expressa em graus Dornic (°D). A acidez
do queijo foi determinada por titulagio com NaOH 0,1N, sendo o resultado

expresso em porcentagem de acido lactico (ANVISA, 2005).

3.7.8 Densidade
Determinacédo da densidade no leite por meio de termolactodensimetro (ANVISA,
2005).

3.7.9 Lactose
O teor de lactose foi determinado de acordo com o método fenol sulfurico
espectrofotométrico adaptado de ACTON (1977).
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3.7.10 Nitrogénio nao protéico (NNP)
O teor de nitrogénio nao-protéico das amostras foi determinado pela dosagem do
nitrogénio no sobrenadante obtido apds precipitagdo da totalidade das proteinas
em presengca do acido tricloroacético a 12%, segundo o método de
ASCHAFFENBURG; DREWRY (1959).

3.7.11 Nitrogénio total (Nt)
O teor de nitrogénio total das amostras foi determinado pelo método oficial
Kjeldahl (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1962; 1964).

3.7.12 Proteina total (de leite e de queijo)
O teor de proteina total foi calculado multiplicando-se o valor de nitrogénio total
pelo fator 6,38. (LANARA, 2003).

3.7.13 Nitrogénio soluvel nos queijos em pH 4,6 (NS)

O teor de nitrogénio soluvel das amostras foi determinado pela dosagem do
nitrogénio no sobrenadante obtido apds precipitacdo isoelétrica das caseinas
utilizando HCI 1,41N (VAKALERIS; PRICE, 1959).

3.7.14 indice de extensao de protedlise (IEP)
O indice de extensao de protedlise é calculado por:

IEP (%) = _% nitrogénio soluvelapH 4.6 x 100
% nitrogénio total

3.7.15 indice de profundidade de protedlise (IPP)

O indice de profundidade de protedlise é calculado por:

IPP (%) = _% nitrogénio ndo proteico x 100
% nitrogénio total
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Os resultados das analises fisico-quimicas receberam tratamento estatistico
utiizando o Teste de Tukey, para comparagdo das médias ao nivel de

significancia de 5%.

3.8 Analises microscépicas

As analises microscopicas foram realizadas, em duplicata, segundo
metodologias recomendadas pela A.O.A.C. (Ziobro, 2005). As matérias estranhas
detectadas foram identificadas quanto a sua origem segundo Gentry et al. (1991) e
Gohram (1985).

3.8.1 Sujidades em leite

As amostras de leite foram analisadas segundo metodologia 960.49 item A
da A.O.A.C, conforme descrito a seguir:

Uma aliquota de 225g de leite foi pesada em béquer e diluida com igual
volume de solugédo aquecida de oxalato de sodio (Naz;Cz, O4) a 3% ou de solugéo
de carbonato de sdédio (NaxCO3) a 2%. Esta mistura foi filtrada em papel de filtro
riscado em funil de Blchner, com uso de bomba de vacuo, e examinado ao
microscopio estereoscopico em aumento de 30 vezes para identificagdo das

sujidades.

3.8.2 Sujidades em queijo

As amostras de queijo foram analisadas segundo metodologia 994.05 da
A.O.A.C., conforme descrito a seguir:

Os queijos foram cortados em cubos e aliquotas de 225g foram pesadas em
béqueres de 2 litros. Foi adicionado 1litro de agua filtrada aquecida (70°C) e 60
mL de HCI. Em seguida foi adicionado 15mL de Igepal CO-630 e foi levado a
ebulicdo em chapa de aquecimento com agitagcdo magnética por 30 minutos. Em

porgdes, o material foi transferido para peneira n° 230 e lavado com jato de agua
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filtrada aquecida (70°C), até que a espuma fosse minima ou ausente. A peneira foi
colocada em um refratario com solugao de lauril sulfato de sodio a 1% suficiente
para cobrir o residuo da mesma, e mantida a 65-75°C com uso de chapa de
aquecimento. Gentilmente a peneira foi agitada para a dispersdo do residuo e
mantida em repouso por 10 minutos. Em seguida, as paredes da peneira e o
residuo foram lavados com &gua filtrada aquecida e o residuo transferido para
béquer de 400mL com auxilio de pisseta contendo agua filtrada. O conteudo do
béquer foi filtrado em papel de filtro riscado em funil de Hirsh com uso de bomba
de vacuo, e examinado ao microscopio estereoscopico em aumento de 30 vezes

para a identificacao das sujidades.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da presenca de microrganismos patogénicos em “pool” de
Musca domestica L. capturadas em diferentes locais de fabricacao de queijo
Minas frescal artesanal

Os microrganismos presentes em “pool” de 30 moscas domésticas
capturadas de cada um dos 12 diferentes locais de fabricagdo artesanal de queijo
Minas frescal estdo apresentados na Tabela 1. Verifica-se que as moscas de
todos os locais analisados (“1” a 12”) apresentaram numero elevado de bactérias
aerobias mesofilicas, coliformes totais e fecais e E. coli, bem como a presencga de
Salmonella spp. S. aureus foi detectado somente nos locais “7” e “11”, distinguida
das demais espécies por meio dos testes de coagulase (coagulagdo do plasma
sanguineo) e termonuclease (estabilidade térmica da nuclease). Além destes,
outros 7 locais apresentaram contagens presuntivas de Staphylococcus spp.,
entre 3,5x10° e 3,0x10°UFCmI™", em Agar Baird-Parker (BP).

Assim, foi possivel verificar que os microrganismos patogénicos, E. coli e
Salmonella spp., sao comuns em todos os ambientes de fabricagao artesanal de
queijo Minas frescal, que foram estudados neste trabalho, e que a presenga de S.

aureus foi restrita a apenas dois deles.
39



Em um estudo realizado para identificar as bactérias aerdbias e anaerodbias
facultativas contidas nas pegas bucais e membros locomotores da Musca
domestica L de zonas urbanas e rurais de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil,
Bizani (1996) verificou que o grupo composto pelas enterobactérias participou com
44,37% e Staphylococcus spp. com 22,23% do total da populacao.

Tabela 1. Caracteristicas microbiolégicas do “pool” de 30 espécimes de Musca
domestica para cada um dos 12 diferentes locais de fabricagao artesanal de queijo

Minas frescal

Caracteristicas Microbiologicas

Local de  Bactérias

Coleta Aerépi_as Co:ggir:es E. co/i_1 Salmonella L. monocy- Stap QZ LZZZCCUS

I:/erlggf'lTllllc_:ﬁ)s (NMPmL'1) (NMPmL™) spp. togenes (UFCmL'1)

1 4,7x10"  224x10°  22,4x10° P A <10

2 11,0x10°  22,4x10°®  >2,4x10° P A <10

3 7.4x10°  224x10®°  >2,4x10° P A <10

4 3,9x10°  22,4x10®°  >2,4x10° P A <10

5 4,5x10®  224x10°  22,4x10° P A <10

6 4,8x10®  224x10°  22,4x10° P A <10

7 3,0x10”  22,4x10®  >2,4x10° P A 5,9x10°

8 3,1x10®  22,4x10®°  >2,4x10° P A <10

9 4,8x10®  224x10°  22,4x10° P A <10

10 9,1x10”  22,4x10®  >2,4x10° P A <10

11 4,5x10°  224x10°  22,4x10° P A 1,2x10°

12 5,5x10°  22,4x10®°  >2,4x10° P A <10

UFCmL™: Unidade formadora de colénia por mililitro; NMPmL™": Ndmero mais provavel por mililitro; P: Presencga; A:
Auséncia
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Listeria monocytogenes nao foi detectada em nenhum “pool” de moscas
avaliadas neste estudo. Normalmente, as bactérias do género Listeria sao
ubiquitarias, podendo ser encontradas em vegetagao, solo e agua e ja foram
isolados de animais de sangue quente, além de artrépodes, peixes, insetos,
larvas, anfibios e moluscos (Pearson, 1970). Contudo, a espécie L.
monocytogenes, associada com patogenicidade, n&do foi detectada em animais
inferiores como formigas, mosca varejeira, besouros, lesmas, entre outros,
capturados em dreas irrigadas com aguas de esgoto contaminadas com 10°-10*
células de listeria por litro (Muller, 1988).

Segundo Bizani (1996), a carga microbiana e a composi¢cdo da microbiota da
Musca domestica estao associadas a dois fatores: o substrato nutritivo e o local
onde naturalmente habita, e se forem oferecidas condi¢cdes, tornam-se potentes e
constantes transmissores de importantes bactérias patogénicas, facultativas e

oportunistas.

4.2 Determinacdao do potencial de transmissdao de microrganismos
patogénicos de Musca domestica para o queijo Minas frescal ultrafiltrado
(UF)

A avaliagdo do potencial de transmissao de microrganismos presentes em
Musca domestica L. para o queijo Minas frescal foi feita a partir de moscas
capturadas no local “7” de fabricacio artesanal.

Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam a presenca de bactérias
aerobias mesofilicas, de coliformes totais, de E. coli e de Salmonella spp. em
populacdo de Musca domestica capturada no local “7” de fabricagdo artesanal de
queijo Minas frescal. Essa mesma microbiota foi encontrada nas amostras de
queijos (Queijo+Contato e Queijo+Caldo), mas ndo na amostra de queijo controle.
Neste caso nado foi observada a presengca do S. aureus, embora 0 mesmo
microrganismo tenha sido detectado no “pool” de moscas no estudo da presenca,
na etapa inicial. L. monocytogenes nao foi detectada nesta populacdo de Musca

domestica e nem nas amostras de queijos. A contaminacgao inicial (1° dia) de
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Tabela 2. Avaliagdo microbiolégica de moscas e queijos Minas frescal ultrafiltrado “Controle”, “Queijo + Contato” e

“Queijo + Caldo” durante estocagem a 10°C por 14 dias em diferentes épocas.

. Bactérias aerdbias Coliformes Escherichia , . Staphylococcus
. Dias Listeria phy
Epoca Amostra mesofilicas Totais coli Salmonella spp. aureus
estocagem 1 1 1 monocytogenes 1
(UFCmL™) (NMPmL™) (NMPmL™) (UFCmL™)
Moscas - 2,2x107 >2.4x10° 22.4x10° P A <10
«Queil 1 <10 <3,0 <3,0 A A <10
ueijo
7 <10 <3,0 <3,0 A A <10
Controle” ’ ’
14 <10 <3,0 <3,0 A A <10
A o 1 3,5x10° 22,4x10° >2,4x10° P A <10
Queijo + 7 9,3x10° 22,4x10° 22,4x10° P A <10
Contato” ’ 8 - 3 - 3
14 1,9x10 >2.4x10 >2,4x10 P A <10
o 1 1,2x10’ 22,4x10° 22,4x10° P A <10
%‘;T('j’g,," 7 7.4x10° >2 4x10° >2 4x10° p A <10
14 4,4x10" >2.4x10° 22,4x10° P A <10
Moscas - 1,6x10° >2.4x10° 22,4x10° P A <10
) 1 <10 <3,0 <3,0 A A <10
Queijo. 7 <10 <3.0 <3.0 A A <10
Controle 14 10 3’0 3’0 A A 10
< < < <
B o 1 7,5x10° 22,4x10° 22,4x10° P A <10
ggﬁg‘t’of 7 >3,0x107 >2 4x10° >2.4x10° P A <10
14 2,2x10° >2.4x10° >2.4x10° P A <10
o 1 9,6x10° 22,4x10° >2,4x10° P A <10
%‘;‘fg;’,,* 7 >3,0x107 >2 4x10° >2 4x10° P A <10
14 5,7x107 >2.4x10° >2.4x10° P A <10
Moscas - >3,0x10° >2.4x10° >2.4x10° = A <10
o 1 <10 <3,0 <3,0 A A <10
C?n‘irec')‘l‘;,, 7 <10 <3.0 <3.0 A A <10
14 <10 <3,0 <3,0 A A <10
C O 1 4,5x10° 22,4x10° >2,4x10° P A <10
Queijo + 7 2,0x10° 22 4x10° >2 4x10° P A <10
Contato” 14 1,8 10° ;2’4 10° ;2,4 10° P A 10
,8X 22 4x 22,4x <
o 1 4,8x10° 22,4x10° 2,4x10° P A <10
Queijo + 4,1x10° >2 4x10° >2 4x10° P A <10
Caldo 8 3 3
14 7,6x10 >2,4x10 >2,4x10 P A <10

UFCmL™: Unidade formadora de colénia por mililitro; NMPmL™": Nimero mais provavel por mililitro; P: Presenca; A: Ausén



bactérias aerdbias mesofilicas aumentou na primeira semana e manteve-se
praticamente constante até o final (14° dia) da estocagem a 10°C.

No contexto deste estudo, as informacgdes sobre a composic¢ao fisico-quimica do

queijo Minas frescal UF utilizado, sao importantes para avaliar se este produto
apresenta as condi¢des ideais para o desenvolvimento de microrganismos, que sao
influenciadas, principalmente pelo pH, teor de umidade e NaCl. Ja, os indices de
protedlise fornecem informacgdes sobre alteragcbes importantes que este produto pode
sofrer e que levam a limitagdo de seu periodo de conservagado, sendo também
utilizados para avaliagao de sua qualidade.
O Anexo 1 mostra a comparagcao dos parametros das analises fisico-quimicas dos
queijos Minas frescal UF - Controle (sem contaminagao) entre as épocas (A, B e C) e
ao longo do periodo (1°, 7° e 14° dia) de estocagem a 10°C. Verifica-se que o EST (1°
dia), NaCl (1°, 7° e 14° dia), gordura (7° dia), proteina total (1°, 7° e 14° dia), IPP (14°
dia) e pH (1°, 7° e 14° dia) diferiram significativamente entre os queijos em fungdo das
épocas avaliadas e que os parametros NaCl (A e B), IEP (C) e pH (A, B e C) diferiram
significativamente ao longo do periodo da estocagem.

Nas Figuras 5, 6, 7 e 8 pode-se observar a variagdo do pH, acidez, IEP
(porcentagem de nitrogénio soluvel a pH 4,6 pela porcentagem de nitrogénio total) e
IPP (porcentagem de nitrogénio ndo proteico pela porcentagem de nitrogénio total) do
queijo Minas frescal UF durante os 14 dias de estocagem, para as 3 épocas,
respectivamente.

Carvalho (2003) observou valores de pH 6,47, atividade de agua 0,986 e acidez
0,16% para amostras comerciais de queijo Minas frescal ultrafiltrado, préximos aos
encontrados neste estudo.

Utilizou-se, neste estudo, amostra comercial de queijo Minas frescal ultrafiltrado
(UF) obtido a partir de leite acidificado diretamente. Este produto apresenta um maior
poder tamponante em relacdo ao leite devido a concentracdo de proteinas e sais
insoluveis, e de maior teor de umidade, devido a retencdo de proteinas do soro
(lactoalbuminas e globulinas) na massa do queijo, enquanto no processo tradicional,
estas sao perdidas no soro (Van Dender, 1995). Além disso, a supressao do fermento

lactico aumenta as possibilidades de desenvolvimento de eventuais microrganismos
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Figura 5. Valores de pH para queijo Minas frescal UF durante estocagem a 10°C por 14

dias para cada época.
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Figura 6. Valores de acidez para queijo Minas frescal UF durante estocagem a 10°C
por 14 dias para cada época.
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Figura 7. Valores de indice de extensédo de protedlise (IEP) para queijo Minas frescal

UF durante estocagem a 10°C por 14 dias para cada época.
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frescal UF durante estocagem a 10°C por 14 dias para cada época.
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contaminantes, uma vez que o queijo perdeu a importante fungdo antagbnica
desempenhada pelas bactérias lacticas (Furtado et al., 1980a).

O queijo Minas frescal, segundo legislagao vigente, classifica-se como semi-gordo
(contém entre 25 e 44,9% de gordura) e de muita alta umidade (umidade nao inferior a
55%) (DIPOA, 1996, 2004) e de acordo com a literatura especializada, os valores de pH
do queijo obtido por ultrafiltragao situam-se na faixa de 5,1 a 6,45 (Vieira, 1983, 1984;
Van Dender, 1995). Avaliando a variacdo dos valores de gordura no extrato seco e de
umidade encontrados nos queijos de cada época no 1° dia de analise, A=43,83%,
B=53,26% e C=44,61%, e > 55%, respectivamente, verifica-se que o queijo B ndo esta
de acordo com a legislagdo. Este queijo é classificado como gordo (45,0 a 59,9% de
gordura no extrato seco). Os queijos Minas frescal UF apresentam uma variagdo dos
valores de pH de 6,34 a 6,48, estando portanto, de acordo com a literatura.

Assim, esta etapa do estudo revela que as bactérias aerdbias mesofilicas,
coliformes fecais, E. coli e Salmonella spp. presentes nos espécimes de Musca
domestica sao carreados pela mesma para o produto, independentemente da forma de
contaminacgao, por contato das moscas vivas ou pela adicdo de caldo de moscas ao
queijo. As variagdes significativas principalmente com relagao aos teores de sal e de
umidade verificadas entre os queijos nas diferentes épocas avaliadas e mesmo ao
longo da estocagem a 10°C, néo s3o suficientes para a inibigdo do desenvolvimento da
microbiota indesejavel presente.

Com relagao aos indices de protedlise verifica-se no Anexo 1 que os valores de
IEP obtidos para os queijos das trés épocas nao apresentam diferenga significativa
entre elas. Ao longo da estocagem observa-se diferenca significativa para a época C no
14° dia. Quanto ao IPP verifica-se diferenga significativa entre as épocas no 14° dia de
estocagem n&o havendo diferengca ao longo da estocagem. Estes resultados séo
coerentes, uma vez que o0 queijo Minas frescal obtido por ultrafiltracdo do leite
apresenta menor taxa de protedlise comparando com aquele obtido por tecnologia
tradicional (Van Dender, 1995). Este fato deve-se a influéncia exercida pelas proteinas
do soro que integram estes queijos e que sao resistentes a agcdo das proteinases do
coalho e das bactérias lacticas (Boer, Nooy, 1980 citado por Van Dender 1995).

No queijo UF, o IEP mensura a formacdo do nitrogénio soluvel em pH 4,6
(peptideos de alto e médio peso molecular), formado principalmente pela acado do

coagulante residual sobre a agi-caseina e seus fragmentos e, em menor proporgao, a
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acao da plasmina sobre a B-caseina. Por sua vez, o IPP mensura a formagao do
nitrogénio nao protéico (aminoacidos e peptideos de baixo peso molecular) formado
pela acdo de peptidases bacterianas, principalmente as bactérias lacticas, sobre os
peptideos de alto e médio peso molecular, formados pela agdo do coagulante residual
(Van Dender, 1995).

4.3 Avaliacao das condi¢coes higiénicas de um local de producao artesanal de
queijo Minas frescal

4.3.1 Presenca de microrganismos patogénicos em Musca domestica, leite cru e
queijo Minas frescal de producao artesanal

“Pool” de moscas, leite cru e queijo Minas frescal de fabricagao artesanal foram
coletados no mesmo dia e avaliados quanto as caracteristicas microbiologicas,
microscopicas, fisico-quimicas e a presenga de microrganismos patogénicos, visando
verificar se as moscas domésticas desse ambiente de fabricagdo artesanal sdo capazes
de veicular e transmitir os microrganismos para o produto final.

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram contagens elevadas de
bactérias aerobias mesofilicas e de coliformes totais em todas as amostras de moscas,
leite e queijos avaliadas. E. coli foi detectada nas amostras de moscas, leite e queijos
de todas as épocas avaliadas (A, B e C).

O leite cru tem sido confirmado como uma das fontes mais provaveis transmitidas
por alimentos em surtos de E. coli investigados na ultima década, sendo a carga
microbiana inicial diretamente relacionada a higiene da ordenha e utensilios utilizados
para sua coleta e transporte (Campos et al., 2006).

Salmonella spp. foi detectada nas amostras de moscas e queijos com 1 dia de
fabricagédo nas 3 épocas (A, B e C), ndo tendo sido detectada nas amostras de leite cru.
Este microrganismo foi capaz de sobreviver durante a estocagem (7 e 14 dias) somente
nas amostras de queijo da época A. Provavelmente este patdégeno néo sobreviveu apés
7 e 14 dias de estocagem nos queijos das épocas B e C, devido a algum fator inibidor
(competicdo entre os microrganismos pelo substrato, produgdo de substancias

inibidoras) presente nos mesmos (Tabela 3).
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S. aureus foi detectado nas amostras de moscas das épocas B e C, na amostra de
leite da época B e nas amostras de queijos com 1 dia das épocas B e C. Durante todo o
periodo de estocagem, S. aureus foi detectado nos queijos das trés épocas com 7 e 14
dias. L. monocytogenes nao foi detectada em nenhuma das amostras de todas as
épocas estudadas (Tabela 3).

Esses resultados, principalmente os da época A para Salmonella sp. e os da
época B para S. aureus, sugerem que a mosca doméstica tenha atuado como um vetor

de transmissao desses microrganismos patogénicos para as amostras de queijo.

4.3.2 Caracteristicas fisico-quimicas

Para o leite cru verificam-se diferengas significativas entre as amostras somente
para os parametros acidez (época C menos acido), EST (> na época A) e proteina total
(< na época C) (Anexo 2). Essas diferengas refletiram na composicgao fisico-quimica do
queijo Minas frescal artesanal obtido, conforme se observa no Anexo 3. De acordo com
esses dados houve diferenga significativa para os parametros proteina total (> na época
B), pH (mais acidos nas épocas A e B) e Aw (< na época A) para os queijos com 1 dia
de fabricacédo. Ao longo do periodo de estocagem dos queijos observam-se diferencas
significativas para os parametros EST (época A), IEP (épocas A e B), IPP (épocas B e
C), pH (épocas A, B e C) e Aw (épocas A e B). Nas Figuras 9, 10, 11 e 12 pode-se
observar a variagdo do pH, acidez, |IEP (porcentagem de nitrogénio soluvel a pH 4,6
pela porcentagem de nitrogénio total) e IPP (porcentagem de nitrogénio ndo proteico
pela porcentagem de nitrogénio total) para o queijo Minas frescal artesanal para as 3

épocas durante a estocagem refrigerada por 14 dias, respectivamente.
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Tabela 3. Avaliagdo microbiolégica de amostras de moscas, leite cru e queijo Minas frescal do local de fabricagao

artesanal estocadas a 10°C, para o 1°, 7° e 14° dias em diferentes épocas.

] Dias Bactérias aerdbias Coliformes Escherichia Listeria Staphylococcus
Epoca Amostra estocagem mesofl’lica?s Totais ; coli ; Salmonella spp. monocytogenes aureus1
(UFCmL™) (NMPmL™) (NMPmL™" (UFCmL™)
Moscas - 2,2x10° 22 4x10° >2 4x10° P A <10
“Leite cru” - 3,0x10° >2,4x10° >2 4x10° A A <10
1 2,2x10° >2 4x10° >2 4x10° P A <10
“Queijo” 7 2,7x10° >2,4x10° >2,4x10° P A 2,7x10*
14 7,3x10° >2,4x10° >24x10° = A 4,4x10°
Moscas - 4,5x10* >2,4x10° >2 4x10° P A 1,2x10°
g ‘Lettecrw - 6,0x10* >2 4x10° >2 4x10° A A 6,0x10?
1 1,1x10° 22 4x10° >2 4x10° P A 3,8x10?
“Queijo” 7 4,0x10’ >2,4x10° >2,4x10° A A 2,4x10°
14 7,0x107 >2 4x10° >2 4x10° A A 1,4x10°
Moscas - 3,0x107 >2 4x10° >2 4x10° P A 1,2x10°
c ‘Leitecrw - 6,4x10° >2,4x10° >2 4x10° A A <10
1 7,0x10° >2 4x10° >2 4x10° P A 2,0x10°
“Queijo* 7 2,9x10’ >2,4x10° >2,4x10° A A 3,9x10*
14 3,4x10° >2,4x10° >2,4x10° A A 8,8x10*

UFCmL™: Unidade formadora de colénia por mililitro; NMPmL™": Nimero mais provavel por mililitro; P: Presenga; A: Auséncia
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Figura 9. Valores de pH para queijo Minas frescal artesanal durante estocagem a 10°C
por 14 dias para cada época.
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Figura 10. Valores de acidez para queijo Minas frescal artesanal durante estocagem a
10°C por 14 dias para cada época.
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Figura 11. Valores de indice de extensao de protedlise (IEP) para queijo Minas frescal

artesanal durante estocagem a 10°C por 14 dias para cada época.

82 10
g_ 3 8 ,

:5.. 6 - . —e—Epoca A
is 4 - ’::/~ —=— Epoca B
o « = Epoca C
¢ et 2 7
S5 o ‘

Z = 1 dia 7 dias 14 dias
tempo

Figura 12. Valores de indice de profundidade de protedlise (IPP) para queijo Minas

frescal artesanal durante estocagem a 10°C por 14 dias para cada época.
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De acordo com os resultados das analises fisico-quimicas apresentados no Anexo
3, verifica-se que, de modo geral, ndo houve diferengas significativas entre os queijos
A, B e C para os valores de EST e NaCl. Com relagdo aos valores de pH, o queijo da
época A para o 1° dia, apresentou valor significativamente menor que os das demais
épocas (B e C). No entanto, ndo houve diferenga significativa, para os queijos das trés
épocas com 7 e 14 dias de estocagem. O valor de acidez no queijo A aumentou no 7°
dia mantendo-se praticamente constante até o 14° dia de estocagem. No caso dos
queijos B e C, houve um aumento significativo para este pardmetro ao longo do periodo
de estocagem.

A diminuicdo dos valores de pH obtidos durante a estocagem para os queijos
artesanais deste estudo deve-se provavelmente a presenca das bactérias laticas
préoprias do leite, uma vez que estes queijos foram produzidos com leite cru e sem a
adicao de fermento lactico ou acido lactico. Portanto, pode-se deduzir que outro efeito
inibidor possa ter contribuido para a inibicao de Salmonella spp. nos queijos das épocas
BeC.

L. monocytogenes nao foi detectada em nenhuma das amostras das 3 épocas.
Segundo Kozak et al. (1996), a alimentagcdo dos animais com silagem contaminada,
pratica pouco utilizada no Brasil, consiste na principal razdo da contaminacao de leite
cru por L. monocytogenes. Outros fatores, tais como o sistema lactoperoxidase e a
microbiota natural (principalmente lactobacilos termdfilos e leveduras) presente em leite
cru ou em queijo fabricado com leite cru podem interferir no desenvolvimento deste
microrganismo (Gay, Amgar, 2005).

Como citado por outros autores, os queijos artesanais apresentam composi¢cao
centesimal irregular, o que também foi observado neste trabalho. De acordo com os
resultados apresentados no Anexo 3, o valor de gordura no extrato seco total (época
A=40,43%, B=41,74% e C=46,86%) obtido para o queijo da época C no 1° dia de
analise (caracterizagao do queijo) esta fora dos limites estabelecidos pela legislacao.
Sendo assim, este queijo é classificado como gordo, ou seja, aquele que contém entre
45,0 e 59,9% de gordura no extrato seco (DIPOA 1996, 2004).

Com relagéo aos indices de protedlise (Anexo 3), verifica-se que, diferentemente
do que ocorreu para o queijo Minas frescal UF, o IEP do queijo Minas frescal artesanal
aumentou em 92,7% para o queijo A e 45,7% para o queijo B apés 7 dias, e manteve-

se praticamente constante para o queijo da época C ao longo do periodo de
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estocagem. Como esses queijos foram fabricados sem o uso de fermento lactico,
supde-se que o IEP mais elevado para o queijo da época A com 14 dias e, em menor
proporgao para os queijos das épocas B e C, seja consequéncia da concentragao, da
atividade e do tipo da microbiota contaminante presente nos queijos das diferentes
épocas.

O IPP aumentou em 79,88% e 74,86% para os queijos das épocas B e C,
respectivamente, mostrando que estes queijos continham maior concentragdo de

peptidases bacterianas, provavelmente de bactérias lacticas.

4.3.3 Analises microscopicas

Na Tabela 4 observam-se os resultados obtidos da analise microscopica para as
amostras de leite e de queijo Minas frescal de producéao artesanal.

Pode-se verificar que o leite e 0 queijo das trés épocas apresentaram pelo menos
um tipo de matéria estranha prejudicial a saude humana (mosca inteira, fragmento de
mosca e pélo de roedor). A presenca destas matérias estranhas indica risco a saude
quanto ao consumo destes produtos, devido aos diversos patdgenos que estes vetores
podem carrear para o alimento. Além destas, outras matérias ndo prejudiciais (acaro,
fragmento vegetal, inseto inteiro, fragmento de inseto, grdo de areia, pélo humano e
pélo bovino), mas indicativas de nivel higiénico foram detectadas. A variacdo das
matérias estranhas detectadas na amostra de leite e queijo Minas frescal artesanal para
cada época, estdo apresentadas nas Figuras 13 e 14 respectivamente. Na Figura 15
sdo apresentadas as imagens das matérias estranhas encontradas nas amostras de

leite e queijo artesanais.
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Tabela 4. Avaliagdo microscopica de amostras de leite cru e queijo Minas frescal

coletadas do local de fabricagdo de queijo Minas frescal artesanal, nas diferentes

épocas.
Epoca
Matérias
Estranhas A B C
Leite Queijo Leite Queijo Leite Queijo
Acaro ND 1 ND 1 ND 2
Fragmento 3 Incontavel 5 Incontavel 2 Incontavel
vegetal (>100) (>100) (>100)
Inseto inteiro ND ND 1 (mosca) ND 1 (vespa) 1 (mosca)
: 5
Fragmento inseto 1 (mosca) 5 (mosca) ND 9 (mosca) 2 (mosca) (formiga)
Grao de areia ND 1 ND ND ND 2
Pélo humano 1 ND ND 2 ND ND
Pélo bovino 2 4 5 3 3 3
Pélo de roedor ND ND ND 1 ND 1
ND — n3o detectada
6 _
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Figura 13. Matérias estranhas detectadas em amostra de leite cru para cada época (A,

BeC).
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Figura 14. Matérias estranhas detectadas em amostra de queijo Minas frescal

artesanal para cada época (A, B e C).

Esses resultados estdo de acordo com aqueles encontrados por Vialta et al.
(2002), que do total de 314 amostras, sendo 108 de leite e 206 de queijos,
comercializadas informalmente no estado de S&do Paulo, detectaram pelo menos um
tipo de sujidade (pélo humano, suino, bovino, equino e roedor, fios diversos, grao de
areia, acaro, inseto inteiro e fragmento de inseto) em 301 amostras. Também foram
encontrados materiais estranhos prejudiciais a saude humana (mosca inteira ou
fragmentada, e/ou pélo de roedor) em 28 (26%) das amostras de leite e 90 (43,7%) de

queijos.
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Figura 15. Matérias estranhas detectadas em amostras de leite e queijo Minas frescal
artesanal: mosca (A), acaro (B), pélo de roedor (C), vespa (D), gréo de areia (E), pélo
bovino (F), fragmentos de mosca (G), fragmentos vegetais (H), pélo humano (l), formiga
(J) e psocoptera (K).
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4.4 Avaliacao do potencial de transmissao de microrganismos patogénicos de
homogeneizado de Musca domestica para o queijo Minas frescal durante a sua

fabricacao em escala piloto

No Anexo 4 estdo apresentados os resultados das analises fisico-quimicas do
leite utilizado na fabricacdo de queijo Minas frescal em escala piloto nas 3 épocas.
Diferencas significativas foram observadas para pH, acidez, gordura, EST, proteina total
e cinzas, entre as 3 épocas.

A Tabela 5 apresenta os resultados das analises microbiologicas das amostras de
moscas, de leite cru e pasteurizado, e do “queijo controle” - QC (sem adigao do
homogeneizado de moscas) e “queijo teste” - QT (com adigdo de homogeneizado de
moscas) nos 3 processamentos de queijo Minas frescal obtido por acidificacéo direta e
realizados em diferentes épocas. Verifica-se que a adigdo do caldo de moscas
contendo contagens elevadas de bactérias aerébias mesofilicas, coliformes totais e E.
coli nas 3 épocas, originou queijos com 1 dia de fabricagdo também apresentando
contagens elevadas desta microbiota. Estas populagdes aumentaram em
aproximadamente 1 ciclo logaritmico durante a estocagem para o queijo teste,
enquanto no queijo controle estas contagens permaneceram praticamente constantes.
E. coli foi detectada em todas as amostras analisadas, menos no leite pasteurizado e
no queijo controle. Salmonella spp. foi detectada nas moscas das épocas A e C e nos
queijos testes correspondentes, no 1° dia para a época A e durante os 14 dias de
estocagem para a época C. L. monocytogenes nao foi encontrada em nenhuma
amostra das 3 épocas analisadas. S. aureus foi detectado nas amostras de leite cru das
3 épocas, ndo sendo detectado nas demais amostras das épocas A e B. Na época C,
este patdgeno foi detectado nas moscas e no queijo teste com 1 dia de fabricagéo.

Estes resultados comprovam a veiculagao de S. aureus para o queijo.
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Tabela 5. Avaliagdo microbiologica de amostras de moscas, leite e queijo Minas Frescal “controle” e “teste”, fabricados

em Escala Piloto, durante estocagem a 10°C por 14 dias, para cada época

) Dias Bactérias aerdbias Coliformes Escherichia Listeria Staphylococcus
Epoca Amostra estocagem mesofilicas Totais coli Salmonella spp. monocviogenes aureus
9 (UFCmL™) (NMPmL™) (NMPmL™) yiog (UFCmL™
Moscas - 4,6x10° >2,4x10° >2,4x10° = A <10
Leite cru - 2,2x10° >2 4x10° >2 4x10° A 2,6x10°
Leite Pasteur. - 7,1x10? 0,9 <0,3 A A <10
A 1 3,5x10° >2.4x10° >2.4x10° P A <10
Queijo Teste 7 8,7x10° >2.4x10° >2.4x10° A A <10
14 5,6x10° >2.4x10° >2.4x10° A A <10
. 1 1,0x10° <3,0 <3,0 A A <10
Queijo ’ ’ ’
Controls 7 3,0x10* <30 <30 A A <10
14 4,3x10* <3,0 <3,0 A A <10
Moscas - 3,1x10° >2 4x10° >2 4x10° A A <10
Leite cru - 1,8x10° >2 4x10° >2 4x10° A A 1,6x10°
Leite Pasteur. - 4,1x102 <0,3 <0,3 A A <10
B 1 2,7x107 >24x10° 2,4x10? A A <10
Queijo Teste 7 1,6x10’ >2 4x10° >2.4x10° A A <10
14 1,1x10° >2 4x10° >2 4x10° A A <10
Queil 1 7,0x10° >2 4x10° <3,0 A A <10
c Olr‘]‘fr'é‘l’e 7 6,0x10* >2 4x10° <3,0 A A <10
14 2,8x10* >2 4x10° <3,0 A A <10
Moscas - 1,4x10° >2,4x10° >2,4x10° P A 2,4x10°
Leite cru - 9,1x10° >24x10° >24x10° A A 4,6x10°
Leite Pasteur. - 6,2x10? <0,3 <0,3 A A <10
C 1 1,2x10° >2 4x10° >2 4x10° P A 1,8x10?
Queijo Teste 7 1,1x10’ >2 4x10° >2 4x10° P A <10
14 8,5x10’ >2 4x10° >2 4x10° P A <10
Quei 1 <3,0x10* <3,0 <3,0 A A <10
Colrittarli)cl)e 7 <3,0x10* >2 4x10° <3,0 A A <10
14 2,5x10° >2 4x10° <3,0 A A <10

UFCmL™: Unidade formadora de colénia por mililitro; NMPmL™": Nimero mais provavel por mililitro; P: Presenca; A: Auséncia



O Anexo 5 apresenta as comparagdes dos resultados das analises fisico-quimicas
entre as épocas (A, B e C) e ao longo do periodo de estocagem. Diferencas
significativas sdo observadas entre as épocas para os parametros EST (1° e 14° dia),
NaCl (7° dia), gordura (1° e 7° dia), proteina total (7° e 14° dia), pH (1°, 7° e 14° dia) e
IEP (1° e 14° dia). Com relacdo aos indices de protedlise observam-se diferencas
significativas entre os queijos para o parametro |IEP entre as épocas e ao longo do
periodo de estocagem, com aumento de 75,7%, 51,6% e 63,8% para os queijos das
épocas A, B e C, respectivamente. Quanto ao IPP, ndo foi verificada variacao
significativa entre os dias e nem ao longo do periodo de estocagem dos mesmos. Nas
Figuras 16, 17, 18 e 19, pode-se observar a variagéo do pH, acidez, IEP (porcentagem
de nitrogénio soluvel a pH 4,6 pela porcentagem de nitrogénio total) e IPP
(porcentagem de nitrogénio n&o proteico pela porcentagem de nitrogénio total) para as

3 épocas durante a estocagem refrigerada, respectivamente.

8 _
7 - —e— Epoca A
5 —_— e —s— Epoca B
6 - T i —* Epoca C
5
1 dia 7 dias 14 dias
tempo

Figura 16. Valores de pH para queijo Minas frescal produzido em escala piloto durante

estocagem a 10°C por 14 dias para cada época.
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Figura 17. Valores de acidez para queijo Minas frescal produzido em escala piloto

durante estocagem a 10°C por 14 dias para cada época.
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tempo

Figura 18. Valores de indice de extensao de protedlise (IEP) para queijo Minas frescal

produzido em escala piloto durante estocagem a 10°C por 14 dias para cada época.
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Figura 19. Valores de indice de profundidade de protedlise (IPP) para queijo Minas
frescal produzido em escala piloto durante estocagem a 10°C por 14 dias para cada

época.

Observou-se que os valores de umidade obtidos para os queijos das 3 épocas
(A=61,00%, B=60,97% e C=58,80%) estdo de acordo com a legislacdo. Segundo os
valores de gordura no extrato seco total (A=47,54%, B=47,78% e C=69,49%), os
queijos das épocas A e B classificam-se como gordo (45,0 a 59,9%) e o da época C
como extra-gordo (minimo de 60%). Portanto, estes queijos estdo em desacordo com a
legislacdo, segundo a qual sdo classificados como semi-gordos (25,0 a 44,9%) (DIPOA,
1996, 2004). Os valores de pH (A=6,17, B=6,49 e C=6,47) estdo de acordo com a
literatura, que cita que o pH do queijo Minas frescal elaborado com &cido latico, se situa
em torno de 6,0 (Furtado, 1990).

Os resultados obtidos nesta etapa (escala piloto), assim como os da 22 etapa
(método artesanal) confirmam que, quando presentes nas moscas, 0s microrganismos
patogénicos sao capazes de se desenvolver nos queijos se houver condigdes
adequadas para tal.

Os resultados da analise microscopica do residuo coletado no dessorador utilizado

para filtracdo do leite cru estao relacionados na Tabela 6.
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Tabela 6. Avaliagdo microscépica do residuo coletado no dessorador utilizado para

filtracado do leite cru

Epoca
Matérias Estranhas
A B C
Acaro ND ND 3

Frag. vegetal
Inseto inteiro
Frag. inseto
Gréo de areia
Pé&lo humano
Pélo bovino

Pélo de roedor

Incontavel (>100)

ND

4 (mosca)
6 (formiga)

2
1
5

ND

Incontavel (>100)

ND

3 (mosca)
4(vespa)

ND
ND
6

ND

Incontavel (>100)
2 (psocoptera)
5 (vespa)

ND
1
5

ND

ND — ndo detectada

As matérias estranhas detectadas no dessorador para cada época, estado

apresentadas na Figura 20. Pode-se observar a presenga de diversos materiais

estranhos como acaro, fragmentos vegetais, inseto inteiro (psocoptera), fragmentos de

insetos (formiga e vespa), grao de areia, pélo humano e pélo bovino. Além destes, foi

detectada também a presenca de fragmentos de mosca, considerados vetores

mecanicos.
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Figura 20. Matérias estranhas detectadas no residuo retido no dessorador, para

cada época (A, B e C).

A Figura 21 apresenta a imagem dos residuos no dessorador apds a filtragéo do leite,
etapa anterior a pasteurizacdo. A analise microscopica do leite filtrado e de queijo
“‘controle” revelou auséncia de matérias estranhas, enquanto que no residuo retido
foram identificados diferentes tipos de materiais (Figura 20). Estes resultados
demonstram a eficiéncia do processo de filtragao do leite com relagdo a remocgao das
matérias estranhas. Este fato, correlacionado aos resultados das analises
microbiolégicas, demonstram que a qualidade microbiolégica do produto final pode
estar associada ao contato transitério da matéria prima com matérias estranhas ao

longo de todo processo de elaboracédo do queijo.
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Figura 21. Imagens de residuo detectado em dessorador, apos filtracdo do leite

utilizado na fabricagdo de queijo Minas frescal.
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4.5 Avaliacao da capacidade da Musca domestica em promover a contaminacao
cruzada de microrganismos patogénicos provenientes de habitat contaminado
para queijo Minas frescal

Os resultados dos ensaios para verificar a capacidade de transmissao dos
microrganismos patogénicos presentes em Musca domestica provenientes de habitat
contaminado para o queijo Minas frescal, estdo apresentados na Tabela 7. Verifica-se a
presenga dos microrganismos patogénicos, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. e Staphylococcus aureus, nas amostras de moscas e de queijo teste,
apos tempo de contato entre os mesmos de 5 horas.

Esses dados indicam que as moscas, apos o0 contato com os microrganismos
patogénicos, sdo capazes de disseminar para o alimento, a contaminagdo ambiental
que tiveram contato ou que se alimentaram.

Assim, a Musca domestica quando presente em ambiente de fabricacdo de
produtos lacteos/queijo pode ser considerada como um fator de risco de contaminagao
microbiolégica ao produto. Ela é atraida pelo alimento e pode acidentalmente, pousar
ou cair, carreando para o produto, as suas contaminagdes. Portanto, a contaminagao
das moscas esta estritamente relacionada ao ambiente onde esses insetos se

alimentam e vivem.
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Tabela 7. Avaliagdo microbiologica de “pool” de Musca domestica e de queijo Minas frescal, utilizados na avaliacdao da

capacidade da Musca domestica promover a contaminagao cruzada, de microrganismos patogénicos provenientes de habitat

contaminado para queijo Minas frescal

e Bactérias ’a.erébias Coliformes Escher/:chia o Staphylococcus aureus
poca Amostra mesofilicas Totais coli Salmonella spp.  Listeria monocytogenes -
(UFCmL™) (NMPmL™") (NMPmL"") (UFCmL™)

Moscas 7,0x10’ >2,4x10° >2 4x10° P P 4,0x10°

A Queijo contato 5,0x10’ >2.4x10° >2,4x10° P P 3,0x10°
Queijo controle 1,0x10° <3,0 <3,0 A A <10

Moscas 4,5x10° >2,4x10° >2 4x10° P P 1,2x10°

B Queijo contato 1,1x10° >2,4x10° >2,4x10° P P 3,7x10°
Queijo controle 2,8x10* <3,0 <3,0 A A <10

Moscas 1,4x10° >2 4x10° >2 4x10° P P 2,4x10°

C  Queijo contato 1,2x10° >2,4x10° >2,4x10° P P 1,8x10°
Queijo controle <3,0x10° <3,0 <3,0 A A <10

UFCmL™: Unidade formadora de colénia por mililitro; NMPmL™": Ntimero mais provavel por mililitro; P: Presencga; A: Auséncia
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5.CONCLUSOES

Na primeira etapa deste trabalho foi possivel comprovar a presenga de patégenos
em “pool” de Musca domestica de diferentes locais de fabricagdo de queijo Minas
frescal artesanal, sendo as bactérias aerdbias mesofilicas, coliformes totais, E. coli e

Salmonella spp. comuns a todos os ambientes de fabricacéo de queijo.

O potencial de transmissao das bactérias aerdobias mesofilicas, coliformes fecais,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Escherichia coli das moscas para a amostra
comercial de queijo Minas frescal ultrafiltrado, foi verificado tanto por contato das

moscas vivas com o queijo, como pela adigdo de caldo de moscas ao queijo.

Os resultados das analises microbiolégicas das amostras de moscas domésticas,
matéria-prima (leite) e produto final (queijo Minas frescal), coletadas em local de
fabricacdo de queijo Minas frescal artesanal, mostraram correlagdo entre as amostras.
Os microrganismos patogénicos presentes no “pool” de moscas foram também
detectados no leite e no queijo. Outra correlagdo observada se faz entre os resultados
da analise microscopica e microbiolégica para as amostras de leite e queijo artesanal,
indicando o envolvimento da Musca domestica como vetor mecéanico de patégenos nela

presentes.

Os resultados dos ensaios para verificar a capacidade de transmissao dos
microrganismos patogénicos presentes em Musca domestica para o produto
processado durante a fabricagdo de queijo Minas frescal, possibilitaram a conclusédo de
que a mosca doméstica quando presente em ambiente de fabricacdo de produtos
lacteos/queijo, pode ser considerada um fator de risco de contaminagdo microbiolégica
ao produto. Ela € atraida e pode acidentalmente pousar ou cair no produto, carreando

as suas contaminagdes para o alimento.

E possivel concluir que a contaminagdo microbioldgica de Musca domestica esté
relacionada ao seu habitat, ou seja, onde elas se alimentam e vivem, e que estes
insetos atuam como vetores mecanicos na transmisséo de microrganismos patogénicos

para outros ambientes.
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Anexo 1. Caracteristicas fisico-quimicas para o queijo Minas frescal ultrafiltrado

“Controle” durante estocagem a 10°C por 14 dias para as diferentes épocas, pelo teste

de Tukey.
] Dias de estocagem a 10°C
Parametro E
poca 1 7 14 d.m.s.
(5%)
A 6,42+ 0,01 bA 6,40 + 0,01 bA 6,34 + 0,01 cB 0,02
pH B 6,47 £ 0,00 aA 6,47 + 0,00 aA 6,40 + 0,00 bB 0,02
C 6,40 + 0,01 bA 6,40 £ 0,01 bA 6,48 + 0,01 aB 0,03
d.m.s. (5%) 0,02 0,03 0,03
A 0,11£0,01 aA 0,10 £ 0,00 aA 0,10 £ 0,00 aA 0,01
Acidez (%) B 0,10 £ 0,00 aA 0,10 £ 0,00 aA 0,10 £ 0,00 aA 0,00
C 0,10 £ 0,00 aA 0,10 £ 0,00 aA 0,10 £ 0,00 aA 0,00
d.m.s. (5%) 0,01 0,00 0,00
A 36,30 £0,48aA  3548+158aA 3547 +1,00aA 2,79
EST (%) B 32,62 +1,04aA  3439+096aA  33,30+2,09aA 3,64
C 33,33+£0,95bA  33,99+1,12aA  33,15+1,39aA 2,92
d.m.s. (5%) 2,15 3,13 3,90
Gordura A 1591+1,68aA 16,44+ 1,15abA 15,86 £ 1,04 aA 3,31
(%) B 17,32+0,52aA  17,54+1,70aA 16,83 £0,94 aA 2,91
C 14,87 £0,25aA 14,17+ 0,67bA 13,08 + 1,09 bA 1,88
d.m.s. (5%) 2,57 3,12 2,57
A 1,41 £ 0,01 bAB 1,35+ 0,04 bB 1,45+ 0,03 bA 0,07
NaCl (%) B 1,16 £ 0,03 cB 1,29 £ 0,04 bAB 1,41 £ 0,07 bA 0,13
C 1,69 £ 0,01aA 1,66 + 0,04 aA 1,62 £ 0,03 aA 0,07
d.m.s. (5%) 0,00 0,09 0,12
Proteina A 14,52 +0,12aA 14,02+ 0,43aA 14,22+ 0,05aA 0,64
total (%) B 13,67 +0,35abA 12,01+ 0,80 bA 13,24 + 0,93 abA 1,85
C 12,99 +0,50 bA  12,82+0,51abA 12,32+ 0,35 bA 1,15
d.m.s. (5%) 0,90 1,51 1,44
A 13,41+0,41aA  1461+133aA  14,95+0,38 aA 2,08
IEP (%) B 13,11+£0,76aA  17,45+2,68aA 14,91+ 1,39aA 4,50
C 13,73+0,45aB 14,04+ 145aB 17,06 +1,13 aA 2,74
d.m.s. (5%) 1,41 4,81 2,65
A 511+£1,13aA 4,49 +0,73 aA 4,16 + 0,86 bA 2,31
IPP (%) B 4,12+£1,72 aA 532+1,16aA  5,03+0,81abA 3,22
C 4,63 £ 1,53 aA 5,51 +0,87 aA 6,65 + 0,66 aA 2,72
d.m.s. (5%) 3,71 2,35 1,96
A 0,98 £ 0,00 aA 0,98 + 0,00 aA 0,98 + 0,00 aA 0,00
Aw B 0,98 £ 0,00 aA 0,98 +0,01 aA 0,99+ 0,01 aA 0,01
C 0,98 + 0,00 aA 0,98 £ 0,00 aA 0,98 + 0,00 aA 0,00
d.m.s. (5%) 0,00 0,01 0,01

Média + desvio padrao; Letras maiusculas diferentes na horizontal indicam diferenca significativa P<0,05 para variavel estocagem;

Letras minusculas diferentes na vertical indicam diferenga significativa P<0,05 para variavel época.

d.m.s.: diferenga minima significativa, EST: extrato seco total, IEP: indice de extens&o de protedlise, IPP: indice de profundidade de

proteolise.
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Anexo 2. Caracteristicas fisico-quimicas de leite cru do local de fabricagdo de queijo

Minas frescal artesanal, das diferentes épocas.

Caracteristicas Epoca

fisico-quimicas A B C d.m.s. (5%)
PH 6.60 £ 0.00 a 6.66 £ 0.00 a 6.81+0.00a 0,200
Acidez (°D) 18.13+£0.31a 1866+0.30a 17.09+0.30b 0,757
EST (g/100g) 12.72+0.18a 1160+0.11b 11.04+045b 0,710
Gordura (%) 3.70+0.00 a 3.53+0.06 a 3.53+0.49a 0,718
Lactose (g/100mL) 452+0.00a 4.37£0.00 a 4.38+0.00 a 0,200
Proteina total (g/100mL) 3.37£0.02 a 3.34 £0.04 a 3.25+0.00b 0,060
Cinzas (g/100mL) 0.74£0.00 a 0.72+0.01a 0.72+0.01a 0,020
Densidade 1.0286 +0.00a 1.0273+0.00a 1.0264 +0.00 a 0,100

média + desvio padrdo, d.m.s.: diferenga minima significativa, EST: extrato seco total
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Anexo 3. Caracteristicas fisico-quimicas para as amostras de queijo Minas frescal do

local de fabricagdo artesanal durante estocagem a 10°C por 14 dias para as diferentes

épocas, pelo teste de Tukey.

Dias de estocagem a 10°C

Parametro Epoca
1 7 14 d.m.s. (5%)

A 6,00 + 0,16 bA 5,24 + 0,08 bB 5,12+ 0,09 aB 0,28
pH B 6,22 + 0,02 abA 5,32 + 0,02 bB 5,20+ 0,03 aB 0,90

C 6,31 £ 0,01 aA 5,49 + 0,03 aB 5,27 £ 0,04 aB 0,25
d.m.s. (5%) 0,23 0,12 0,15

A 0,24 + 0,07 aB 0,75+ 0,08 aA 0,85+ 0,07 aA 0,11
Acidez (%) B 0,15+ 0,03 bC 0,52 + 0,03 bB 0,90 £ 0,02 aA 0,10

C 0,12+ 0,03 bC 0,55 + 0,03bB 0,83 £ 0,08 aA 0,10
d.m.s. (5%) 0,04 0,04 0,07

A 37,79 £ 0,89 aA 36,19+ 0,13 aB 34,71 +£0,43 aC 1,44
EST (%) B 37,21 +£2,48 aA 37,69+ 1,14 aA 36,43 + 0,34 aA 3,98

C 36,32 £ 0,80 aA 36,75+ 1,96 aA 34,53 +1,21 aA 3,53
d.m.s. (5%) 3,99 3,28 1,93

A 15,28 + 1,31 aA 16,49 + 0,43 aA 14,61 + 0,14 bA 2,01
Gordura (%) B 15,53 + 2,92 aA 15,16 + 0,75 aA 17,44 + 1,06 aA 4,62

C 17,02 £ 0,76 aA 14,80 £ 1,05 aB 15,77 £ 0,60 abAB 2,07
d.m.s. (5%) 4,71 1,97 1,77

A 1,30 £ 0,20 aA 1,19+ 0,17 bA 1,256+ 0,12 aA 0,41
NaCl (%) B 1,40 + 0,08 aA 1,48 + 0,01 aA 1,42 £ 0,02 aA 0,12

C 1,35+ 0,00 aA 1,32 + 0,03 abA 1,36 £ 0,04 aA 0,06
d.m.s. (5%) 0,31 0,24 0,18
Proteina A 14,77 + 0,33 bA 14,50 + 1,96 bA 15,56 + 0,50 aA 2,96
total (%) B 20,27 + 4,61 aA 16,86 + 0,42 bA 14,67 + 0,29 aA 6,71

C 14,95+ 0,72 bB 21,69 + 0,94 aB 14,77 + 0,69 aB 1,98
d.m.s. (5%) 5,77 3,20 1,29

A 7,08 + 2,54 aB 13,65 + 1,84 aA 13,65 + 1,84 aA 4,59
IEP (%) B 7,10 £ 2,04 aB 10,37 £ 0,59 bB 10,37 + 0,59 bA 3,35

C 9,68 £ 5,76 aA 9,44 + 0,65 bA 9,44 + 0,65 bA 8,54
d.m.s. (5%) 9,57 2,95 2,24

A 4,74 + 0,93 aA 4,69 + 0,44 aA 5,91 +£0,49 aA 1,65
IPP (%) B 3,38 £ 0,96 aB 3,75+ 0,27 bB 6,08 + 0,20 aA 1,47

C 3,50 £ 0,10 aAB 1,92 £ 0,21 cB 6,12 £ 2,23 aA 3,24
d.m.s. (5%) 1,94 0,81 3,31

A 0,97 £ 0,00 bB 0,97 + 0,01 aA 0,97 + 0,00 aA 0,01
Aw B 0,99 £ 0,01 aA 0,97 + 0,00 aB 0,97 £ 0,00 aB 0,01

C 0,98 £ 0,00 aA 0,97 + 0,00 aA 0,97 + 0,00 aA 0,00
d.m.s. (5%) 0,01 0,01 0,00

Média + desvio padrao; Letras maiusculas diferentes na horizontal indicam diferenga significativa P<0,05 para variavel estocagem;

Letras minusculas diferentes na vertical indicam diferenga significativa P<0,05 para variavel época.

d.m.s.: diferenca minima significativa, EST: extrato seco total, IEP: indice de extens&o de protedlise, IPP: indice de profundidade de

proteolise.
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Anexo 4. Caracteristicas fisico-quimicas para as amostras de leite utilizado para a

fabricacao de queijos Minas frescal em Escala Piloto, das diferentes épocas.

Caracteristicas Epoca

fisico-quimicas A B c d.m.s. (5%)
PH 6.63+£0.00c 6.69+£0.00b 6.75+0.00 a 0,01
Acidez (°D) 1442+0.00b 13.94+0.00c 15.38+0.00 a 0,01
EST (g/100g) 10.96 £ 0.05b 9.99+0.08c 11.90+0.03 a 0,13
Gordura (%) 3.43+0.06 ab 3.23+0.12b 3.63+0.06 a 0,20
Lactose (g/100mL) 4.60 £0.00 a 470+0.00 a 4.60+0.00 a 0,10
Proteina total (g/100mL)  2.89+0.07 a 2.64+0.03b 2.89+0.02a 0,11
Cinzas (g/100mL) 0.67 +0.01b 0.67£0.03b 0.79+0.02 a 0,05
Densidade 1.03+£0.00 a 1.03+£0.00 a 1.03+0.00 a 0,01

média £ desvio padrdo, d.m.s.: diferengca minima significativa, EST: extrato seco total
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Anexo 5. Caracteristicas fisico-quimicas para as amostras de queijo Minas frescal

“controle”, fabricadas em Escala Piloto, durante estocagem a 10°C por 14 dias para as

diferentes épocas, pelo teste de Tukey.

Dias de estocagem a 10°C

Parametro Epoca
1 7 14 d.m.s. (5%)

A 6.17 + 0.02 bB 6.23 +0.02 cA 6.11 £ 0.03 bC 0,05
pH B 6.49 + 0.03 aA 6.59 + 0.05 aA 6.33+0.04 aB 0,10

C 6.47 + 0.02 aA 6.42 +0.01 bB 6.38 £ 0.02 aB 0,04
d.m.s. (5%) 0,06 0,08 0,07

A 0,15+ 0,00 aA 0,15+ 0,00 aA 0,15+ 0,00 aA 0,00
Acidez B 0,10 £ 0,00 aA 0,10 £ 0,00 aA 0,15+ 0,00 aB 0,01

C 0,10 £ 0,00 aA 0,10 £ 0,00 aA 0,10 £ 0,00 aA 0,00
d.m.s. (5%) 0,06 0,06 0,06

A 39.00 + 0.40 bA 39.08 +£ 1.58 aA 38.90 + 1.95 bA 3,67
EST (%) B 39.03+1.14bB 40.35+0.53aAB 42.21+£0.53 aA 1,96

C 41.20 £ 0.45 aA 4260+250aA 40.94 + 0.36 abA 3,71
d.m.s. (5%) 1,86 4,35 2,96

A 18.54+1.37bB 19.44+1.00bAB 21.45+0.33aA 2,50
Gordura (%) B 18.65+ 1.15bB 20.47 £ 0.10 bA 20.92 + 0.20 aA 1,69

C 28.63 + 6.49 aA 23.43+0.39 aB 21.42 + 0.56 aB 5,10
d.m.s. (5%) 9,74 1,55 0,98

A 1.39+£0.05 aA 1.44 +£0.11 aA 1.28 £ 0.05 aA 0,19
NaCl (%) B 1.15+ 0.06 aA 1.15+ 0.06 bA 1.18 £0.13 aA 0,22

C 1.20 £ 0.15 aA 1.12 + 0.06 bA 1.26 + 0.08 aA 0,26
d.m.s. (5%) 0,24 0,20 0,23
Proteina A 14.56 + 1.49 aA 14.18 + 0.35 bA 14.61 + 0.21 bA 2,23
total (%) B 14.69 £ 0.21 aB 15.22 £+ 0.35aB 16.11 £ 0.31 aA 0,74

C 1410+ 0.49aA 14.60+0.23abA 14.60 +0.91 bA 1,53
d.m.s. (5%) 2,28 0,78 1,42

A 5.77 £ 0.83 bB 9.74 + 3.20 aA 10.14 £ 0.47 bA 4,30
IEP (%) B 7.34+£0.19aB 8.64+0.12 aB 11.13+1.15aA 1,70

C 6.19 + 0.67abB 7.92 + 0.36 aAB 10.14 £ 0.47 bA 2,00
d.m.s. (5%) 1,56 4,65 0,19

A 2.02+1.21 aA 2.92+0.35aA 3.11+£0.07 aA 1,83
IPP (%) B 3.66 £ 0.52 aA 3.41+1.37 aA 3.65+0.90 aA 2,48

C 3.40+1.11aA 3.46 £ 0.27 aA 3.56 £ 0.77 aA 2,00
d.m.s. (5%) 2,49 2,08 1,72

A 0.99 + 0.00 aA 0.99+0.01 aA 0.99 +0.00 aA 0,01
Aw B 0.99 + 0.00 aA 0.99 £ 0.00 aA 0.98 +£0.01 aA 0,02

C 0.99 + 0.00 aA 0.99 £ 0.00 aA 0.98 + 0.00 aA 0,02
d.m.s. (5%) 0,00 0,01 0,02

Média + desvio padrao; Letras maiusculas diferentes na horizontal indicam diferenca significativa P<0,05 para variavel estocagem;

Letras minusculas diferentes na vertical indicam diferenga significativa P<0,05 para variavel época.

d.m.s.: diferenga minima significativa, EST: extrato seco total, IEP: indice de extens&o de protedlise, IPP: indice de profundidade de

proteolise.
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