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RESUMO GERAL

A presenca de fungos nos alimentos pode um representar um risco potencial para
a saude do homem, pois indica condi¢6es higiénico-sanitarias insatisfatérias, além
de poder apresentar metabolitos toxicos denominados micotoxinas. O leite
constitui um alimento rico em proteinas, lipideos, minerais e vitaminas, dentre
outros nutrientes. Desta forma, torna-se um excelente substrato que favorece o
crescimento de fungos patogénicos oportunistas. O grande potencial deste
alimento € o de originar varios derivados, dentre os quais, 0 queijo de coalho,
manteiga, ricota entre outros produtos. Com base no exposto, este trabalho teve
como objetivo caracterizar a microflora epifita patogénica em queijo de coalho
comercializado em Alagoas. Este estudo foi desenvolvido na Universidade
Federal de Alagoas - UFAL, entre os meses de abril de 2011 a outubro de 2011.
O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Foram
coletadas 20 amostras de queijo de coalho, de 5 marcas diferentes, em
hipermercados localizados na cidade de Maceio6 - AL. As analises microbiolégicas
foram realizadas em duplicada e as fisico-quimicas em triplicata e as variaveis
analisadas foram a contagem do numero de unidades formadoras de colbnias de
fungos filamentosos, identificagdo da microbiota fungica, e determinacdo de
umidade e pH. As amostras foram semeadas em meio DRBC (agar Dicloran Rosa
de Bengala Cloranfenicol), utilizando-se diluicbes de 10™ até 10. As placas foram
incubadas em temperatura de 25°C durante cinco dias. ApGs esse periodo, a
identificacdo dos fungos filamentosos se deu em microscopio Optico. Para os
géneros e espécies de fungos filamentosos que nédo puderem ser identificadas
apos os sete dias, foi realizado microculturas. Dos fungos filamentosos
identificados, foram isolados 7 géneros, destacando-se as espécies Aspergillus
flavus e Penicillium sp, potencialmente produtoras de micotoxinas, representando
desse modo um perigo nas amostras de queijos analisadas. Observou-se
também, a necessidade da adocdo de Boas Praticas de Fabricacéo, evidenciada
pelas altas contagens de contagem de fungos filamentosos, 5,0 x 10% a 1,7 x 10°
UFC/g.

Palavras-chave: Aspergillus sp., Penicillium sp., queijo de coalho



GENERAL ABSTRACT

The presence of fungi in foods one can pose a potential risk to human health
because it indicates inadequate sanitary conditions, and can introduce toxic
metabolites called mycotoxins. Milk is a food rich in proteins, lipids, minerals and
vitamins, among other nutrients. Accordingly, it is an excellent substrate which
favors growth of opportunistic pathogenic fungi. The great potential of this food is
the cause of various derivatives, among which, the cheese curd, butter, cottage
cheese and other products. Based on the above, this study aimed to characterize
the pathogenic microflora epiphyte in farmhouse cheese sold in Alagoas. This
study was conducted at the Federal University of Alagoas - UFAL, between the
months of April 2011 to October 2011. The experimental design was completely
randomized. We collected 20 samples of cheese curd from 5 different brands,
hypermarkets located in the city of Maceio - AL. Microbiological analyzes were
performed in duplicate and triplicate physicochemical and variables were analyzed
by counting the number of colony forming units of fungi, identification of mycoflora,
and determination of moisture and pH. The samples were plated in medium DRBC
(Rose Bengal Agar Dichloran Chloramphenicol), using dilutions of 10 to 10°. The
plates were incubated at 25 ° C for five days. After this period, the identification of
filamentous fungi occurred in an optical microscope. For the genera and species of
fungi that can not be identified after the seven days, was carried microcultures.
Filamentous fungi identified were isolated seven genres, highlighting the species
Aspergillus flavus and Penicillium sp, potentially producing mycotoxins, thereby
representing a danger in the samples analyzed. There was also the need to adopt
Good Manufacturing Practices, evidenced by high counts of filamentous fungi
count 5,0 x 10? to 1,7 x 10°. Cheese curds

Key words: Aspergillus sp., Penicillium sp., cheese curds
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1. INTRODUCAO GERAL
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INTRODUCAO GERAL

Os fungos, também chamados de mofos ou bolores, sdo microrganismos,
filamentosos, alguns provocadores de alteracdes de alimentos e outros de
importante e benéfico desempenho, principalmente no setor industrial
(EVANGELISTA, 1999). Entretanto, alguns fungos podem provocar deterioracdo ou
produzir metabolitos toxicos denominados micotoxinas (CABRAL, 2003; FRANCO &
LANDGRAF, 2004).

O Brasil apresenta condicdes ideais para o desenvolvimento de fungos devido
a prevaléncia do clima tropical, além da utilizacdo de praticas agricolas inadequadas
de colheita, plantio, secagem, transporte e armazenamento dos graos (SABINO,
1996).

A contaminacdo de racfGes e alimentos por fungos filamentosos deve-se
principalmente a utilizacdo de gréos ja contaminados por toxinas ou racdes
estocadas em condi¢cdes inadequadas, bem como, pela ingestdo de forragens
contendo fungos endofiticos (CAVALCANTE, 1998).

Um dos géneros de fungos de grande importancia agricola é o Aspergillus,
por contaminar varias culturas e produzir aflatoxinas ap6s a fase de crescimento
exponencial. Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, e Aspergillus nomius, se
desenvolvem naturalmente em produtos alimenticios como amendoim, milho, feijao,
arroz, cacau, cevada, leite, carnes, sementes de algodao, castanha, trigo e outros
(ARAUJO, 2004). No entanto, em racdes, os principais produtos alimenticios
susceptiveis ao desenvolvimento destes fungos incluem: amendoim, milho e trigo
(ROSAMARINHO et al., 2006).

Os fungos mais comuns encontrados em alimentos e produtos estocados
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pertecem ao género Aspergillus. Esses fungos, nem sempre desejaveis nos
alimentos, sdo capazes de produzir uma grande quantidade de enzimas que
provocam sua deterioracdo. Além disso, algumas espécies podem produzir toxinas
(micotoxinas) por significativas perdas econdémicas e sérios problemas de saude
humana e animal (RITTER, 2007).

Entre as micotoxinas, sdo conhecidos atualmente, cinco principais aflatoxina
(B1, B2, G1, G2 , M1). A espécie Aspergillus flavus produz somente aflatoxina B
enguanto as outras espécies produzem as aflatoxina B e G, sendo a aflatoxina B, de
maior toxidade. Estas toxinas sdo geralmente encontradas em muitos alimentos e
racdes (BAKIRCI, 2001).

A aflatoxina M; € um potente hepatocarcinégeno excretado no leite de vacas
alimentadas com ra¢Ges contaminadas com aflatoxina B;. A concentracdo no leite
pode variar amplamente de um animal para outro, e até de uma fase de lactacéo
para outra, podendo ser detectada no leite 12 - 24 horas apés a ingestao inicial de
aflatoxina Bj, atingindo o equilibrio com maxima concentracdo apés 3 — 6 dias de
ingestdo constante e diaria (OLIVEIRA e GERMANO, 2003)

O crescimento de mofos em queijos € comum e € um problema para o
manufaturador durante a maturacdo, bem como para o varejista e consumidor
durante a estocagem, seja ela refrigerada ou ndo (TANIWAKI e DENDER, 1991). De
acordo com FURTADO (1979), é bastante trabalhoso impedir o crescimento de
mofos e, que a ele estao sujeitos praticamente todos os tipos de queijos maturados.

A Instrucdo Normativa n°30 de 26 julho de 2001 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2001), define queijo de coalho, aquele que se
obtém por coagulacédo do leite por meio do coalho ou outras enzimas coagulantes

apropriadas, complementada ou néo pela acado de bactérias lacticas selecionadas e
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comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricacdo. O queijo de
coalho, de acordo as exigéncia estabelecida pela legislacdo brasileira, deve ser
produzido com emprego do processo de pasteurizacéo do leite.

Atualmente, o estado de Alagoas dispde de duas bacias leiteira significativas.
A primeira e maior delas, também conhecida como “Bacia Leiteira Tradicional”, situa-
se na regidao do Agreste (compreende 5 municipios) e no Sertdo Alagoano
(compreende outros 13 municipios), tendo os municipios de Batalha e Major Izidoro
como 0s maiores expoentes (SILVA, et al. 2010). A principal atividade do Arranjo
Produtivo Local referente ao seguimento laticinios (APL — laticinio) € a producao de
gueijo de coalho, atingindo, no ano de 2007, um total de 1985 toneladas (SEBRAE,
2008).

O queijo de coalho produzido no sertdo alagoano apresenta forte tradicdo e
reconhecida procedéncia e, por isso, 0s produtores locais e as entidades
governamentais e empresariais tém buscado o resgate da qualidade e identidade
dos queijos do sertdo alagoano (SEBRAE, 2008).

De acordo com o Servico de Inspecédo Federal (SIF) e Estadual (SIE), em
Alagoas funcionam aproximadamente 61 laticinios, sendo que, desse total somente
4 possui o SIF, disponibilizando seus produtos, em diversos estabelecimentos
comerciais, de pequeno e de grande porte do estado, sendo o queijo de coalho, o
principal produto comercializado.

A utilizac&o de leite pasteurizado no processamento do queijo de coalho, ndo
garante que perigos quimicos, como a aflatoxina M1, possam estar ausentes no
queijo, pois a pasteurizacdo nao destroi a AFM1, bem como nado impedi o
desenvolvimentos de uma microbiota epifita patogénica, caso forem dadas

condicbes para o desenvolvimento desses microrganismos.
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Portanto, objetivou-se nesse estudo, a caracterizacdo da microbiota fungica
em amostras de queijo de coalhos, comercializadas e produzidas no estado de

Alagoas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Producéo de queijos, fungos toxigénicos, micotoxinas, metodos

de analises e ocorréncia de micotoxinas em queijos
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PRODUCAO DE QUEIJOS, FUNGOS TOXIGENICOS,
MICOTOXINAS, METODOS DE ANALISES E OCORRENCIA DE

MICOTOXINAS EM QUEIJOS

2.1. LEITE E DERIVADOS

2.1.1. Leite

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas
e descansadas. O leite de outras espécies deve denominar-se segundo a espécie da
qual proceda (BRASIL, 2002). O grande potencial deste alimento € o de originar uma
grande variedade de derivados, dentre os quais, 0 queijo de coalho, manteiga,
ricota, entre outros produtos.

Cada componente individual do leite tem um valor peculiar em relacdo as
propriedades dos queijos e ao processo de fabricacdo (FURTADO, 1979).

Conforme FURTADO (1979), o teor de proteinas no leite é importante no
processo de coagulacdo, na retencdo de agua, no rendimento e na maturacdo. A
gordura contribui para o aroma e o rendimento do queijo, melhora a consisténcia e
durante a maturacdo, confere ao queijo caracteristicas peculiares. A lactose, devido
as transformacbes que sofre pela acdo de enzimas bacterianas durante a
fabricacdo, confere ao queijo parte do sabor e odor caracteristicos. Os sais sao
responsaveis pela formagdo do complexo da micela das caseinas e exercem

influéncia sobre a qualidade do queijo produzido.
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Por sua composicéo, o leite é considerado um dos alimentos mais completos
em termos nutricionais e fundamentais para dieta humana, mas pela mesma razéo,
constitui num excelente substrato para o desenvolvimento de uma grande
diversidade de microrganismos, inclusive os patogénicos. Dai a qualidade do leite
ser uma constante preocupacdo para técnicos e autoridades ligadas a area de
saude, principalmente pelo risco de veiculacdo de microrganismos relacionados com
surtos de doencas de origem alimentar (LEITE JR; TORRANO; GELLI, 2000; TIMM
et al., 2003).

Em 2002, foi instituido a Instrucdo Normativa n°® 51 (BRASIL, 2002), que

regulamenta a producao, transporte e armazenamento de leite no Brasil.

2.1.2. Queijos

A producdo de queijos no mundo € um dos exemplos classicos de
conservacao de alimentos, provavelmente antecedendo a era cristd. A conservagao
dos mais importantes constituintes do leite, como a gordura e as proteinas, na forma
de queijos, explora dois principios classicos de conservacdo de alimentos, isto €, a
fermentacao lactica, a reducao da atividade de 4gua e a adicao de sal (FOX, 1993).

A origem do queijo ocorreu acidentalmente ha mais de quatro mil anos, na
Asia, quando os povos némades da Africa transportavam em suas viagens o leite
das jumentas e camelas em bolsas feitas com couro do estdtmago dos animais, o
gue fazia com que o leite coagulasse. Essa massa foi provada, apreciada e também
reconhecida como uma excelente forma de conservar o leite (CAMARGO, 1995).

No Brasil, o queijo foi introduzido em meados do século XIX, produzido

inicialmente em escala doméstica e de forma bastante rudimentar. Algumas
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fazendas de Minas Gerais produziam um queijo obtido de maneira simples, com
pouca maturacdo, 0 queijo-de-Minas, hoje conhecido como Minas-curado
(CAMARGO, 1995).

Segundo a Portaria 146 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(BRASIL, 1996), entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém
por separacao parcial do soro do leite ou leite reconstituido, coagulado pela acéo
fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de acidos
organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar,
com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou
condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e

matérias corantes.

2.1.3. Queijo de Coalho

Entende-se por queijo de coalho, aquele que se obtém por coagulacéo do leite
por meio do coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou
nao pela acdo de bactérias lacticas selecionadas e comercializado normalmente
com até 10 (dez) dias de fabricacdo (Brasil, 2001). O queijo de coalho, tipico da
regido nordeste, faz parte da cultura, modo de vida e hébitos de consumo do
nordestino, além de ser um alimento de elevado valor nutricional.

Atualmente, o queijo de coalho, vem sendo produzido em varias regiées do
Brasil em escala industrial, com emprego do processo de pasteurizacdo do leite
devido a exigéncia estabelecida pela legislacdo brasileira (Brasil, 2001), com o

intuito de garantir a seguranca para os consumidores.
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Dentre os queijos de fabricacdo artesanal no Brasil, o queijo de coalho se
destaca como um dos principais e, seu consumo ja faz parte do habito alimentar da
populacado, tanto no nordeste como, mais recentemente, nos grandes centros da
regido sudeste, destacando-se Rio de Janeiro e Sdo Paulo, onde o produto tem
excelente mercado (MANDACARU, 2009).

Na regido nordeste a producao de queijo de coalho artesanal representa uma
atividade de importancia social, econébmica e cultural. Apesar de ndo apresentar
sofisticacdo tecnoldgica, esta producéo inclui-se entre 0s poucos empreendimentos
adequados para modificar perfil social e econbmico de pequenos municipios da
regido. Além disso, desempenha importante papel no desenvolvimento da
agricultura familiar em pequenos municipios localizados nas bacias leiteiras (CERRI,
2002; BORGES, 2006).

Apesar da grande importancia socioeconémica do queijo de coalho para a
regido Nordeste, muitas vezes o produto é elaborado sem que sejam observados 0s
padrbes higiénico-sanitarios. Portanto, seu consumo pode oferecer consideraveis
riscos a saude publica (BRANCO et al, 2003). A qualidade e a seguranca alimentar
do queijo de coalho limitam sua comercializacdo. Quase sempre séo elaborados de
forma artesanal e normalmente a partir de leite cru, sem os devidos cuidados de
higiene ou em pequenas industrias que ndo adotam Boas Praticas de Fabricacéo
(BORGES et al, 2003).

Bolores e leveduras sdo os principais microrganismos associados com a
deterioracédo de queijos, contagens elevadas desses microrganismos e de bactérias
do grupo coliformes tém sido constatadas em queijos de coalho, indicando producao
sob condi¢cdes de higiene insatisfatorias (FEITOSA et al, 2003; FLORENTINO e

MARTINS, 1999). Alguns bolores sdo capazes de produzir micotoxinas, que séo
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metabdlitos toxicos formados durante o crescimento dos fungos. Os géneros de
bolores toxigénicos mais importantes sdo Aspergillus, Penicillium e Fusarium.

O isolamento de fungos toxigénicos, a partir de alimentos, ndo significa
obrigatoriamente risco imediato para consumo. Assim como, a auséncia de fungos
em alimentos suspeitos, ndo significa auséncia de micotoxinas, ou seja, o fungo

pode estar ausente, mas a toxina pode estar presente e ativa (OSBORNE, 1982).

2.2. FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos séo seres dispersos no meio ambiente, em vegetais, ar
atmosférico, solo, &gua, animais, etc. e, embora sejam estimados em 250 mil
espécies, menos de 150 foram descritos como patdgenos aos seres humanos. Sao
organismos eucariotas, aclorofilados, heterotréficos, com reproducédo assexuada e
sexuada, capazes de utilizar uma grande parte de substratos como fonte de
carbono, nitrogénio e energia (TANIWAKI et al., 1991; RAVEN et al., 2001).

Os alimentos em geral sdo muito sensiveis a contaminacao e proliferacéo por
fungos, especialmente os de origem vegetal que apresentam uma contaminacao
natural vinculada ao ar atmosférico, 4gua ou ao solo onde sao cultivados. Sendo
assim, tanto os ingredientes quanto as ragfes prontas estdo sujeitas a apresentar
contaminacgao por fungos (FRISVAD & SAMSON, 1991).

Os fungos crescem e se proliferam bem em cereais, principalmente, no
amendoim, milho, trigo, cevada, sorgo e arroz, onde geralmente encontram um
substrato altamente nutritivo para o seu desenvolvimento. O crescimento fungico e
produgdo de micotoxinas em cereais podem ocorrer em diversas fases do

desenvolvimento, maturacdo, colheita, transporte, processamento  ou
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armazenamento dos graos. Por isso, a reducédo da umidade dos cereais através da
secagem € de fundamental importancia para reduzir os niveis de contaminacao
(DILKIN, 2002).

Os fungos que invadem sementes e grdos em geral sdo frequentemente
divididos em dois grupos: fungos do campo, que infectam o produto ainda no campo
e fungos de armazenamento, como aqueles que invadem o milho pouco antes e
durante o armazenamento. A distingdo entre fungos de campo e de armazenamento
nado € baseada na classificacdo taxonémica, mas de acordo com as condicbes
ambientais e/ou ecolégicas que favorecem o crescimento dos mesmos. Também
nao € absoluta, pois é baseada nos seus habitos de crescimento e onde os danos
ocorrem. Os fungos do campo requerem um teor de umidade em equilibrio com uma
umidade relativa de 90% — 100% para crescerem. Os principais géneros sao
Cephalosporium, Fusarium, Gibberella, Nigrospora, Helminthosporium, Alternaria e
Cladosporium que invadem graos e sementes durante o amadurecimento e o dano é
causado antes da colheita. Estes fungos ndo se desenvolvem normalmente durante
0 armazenamento, exceto em milho armazenado com alto teor de umidade (ATUI;
LAZZARI, 1998).

JA4 o0s géneros Aspergillus e Penicillium, sdo considerados fungos de
armazenamento, pois necessitam de teores de umidade mais baixos, entre 13 e
18%, e sdo considerados os principais agentes de deterioracdo das sementes
(CHRISTENSEN & KAUFMAN, 1969). No entanto, esta classificacdo ndo é
apropriada aos tropicos umidos, uma vez que determinadas espécies pertencentes
aos géneros Aspergillus e Penicillium, anteriormente consideradas como fungos de

armazenamento, podem ocorrer antes da colheita (HILL et al., 1985).



26

Wetzel (1987) afirma que as condi¢cOes que favorecem o desenvolvimento dos
fungos no armazenamento sdo temperatura, umidade, pH, taxa de oxigenacao,
periodo de armazenamento, grau de contaminacdo, condicfes fisicas dos graos,
vagens ou sementes, artropodes e interacdes microbianas. Sendo a temperatura e a
umidade como fatores principais para o desenvolvimento fungico.

Sabino (1996) destaca que os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium
sdo capazes de crescerem em diversos substratos com condicbes ambientais
variaveis e produzirem micotoxinas, ou seja, além de alterar a composicdo quimica
dos alimentos, o desenvolvimento de fungos pode ser prejudicial & saude dos
animais e dos seres humanos. As micotoxinas sdo metabolitos secundarios
produzidos por fungos, ocorrendo em diferentes regides do mundo e representam
um risco potencial para a saude do homem e dos animais quando presentes nos
alimentos e racdes (NORDIN; LUCHESE, 1998).

A maioria das micotoxinas afeta 6rgaos e tecidos, induzindo véarias doencas,
tais como neoplasia, mutagénese, teratogénese, imunossupressdo entre outras
(FERNANDEZ et al, 1997; FERNANDES, 2004).

Os fungos filamentosos sdo capazes de crescer nos mais diversos tipos de
alimentos, como cereais, carnes, leite, frutas e vegetais. O crescimento de mofos
pode resultar em diversos tipos de deterioragcdo nos alimentos, como perda de
sabores, descoloracdo, apodrecimento, producdo de micotoxinas e formacao de
esporos patogénicos ou alergénicos (FILTENBORG, 1996). A presenca de fungos
no leite pode estar associada a ocorréncia de casos de mastite infecciosa de origem
fungica no rebanho, ou pode estar relacionada ao nivel de higiene da ordenha e do

ambiente (COUSINS & BRAMLEY, 1981).
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O crescimento de bolores em queijos durante a maturacdo e estocagem
consiste em uma das grandes preocupacfes dos profissionais responsaveis pelo
setor nas industrias de laticinios. Tal problema acarreta muitos gastos com mao-de-
obra empregada na limpeza dos queijos, além de consideravel prejuizo do ponto de
vista econdémico, traduzido pelas perdas de produto e de prestigio da marca junto

aos consumidores (TANIWAKI, 1991).

2.2.1. Aspergillus

Aspergillus séo caracterizados pelo desenvolvimento de coldnias coloridas e
brilhantes, como verdes e amarelo-oliva, é provavelmente o género mais
comumente implicado na contaminacdo de alimentos por micotoxinas (RITTER,
2007).

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez pelo botéanico italiano Pier
Antonio Micheli em 1729 (MACKENZIE, 1988). As espécies de Aspergillus séo
microrganismos cosmopolitas, capazes de colonizar uma grande variedade de
substratos (LAFORET, 2008). Em geral, sdo frequentes em climas tropicais e
subtropicais, comumente implicados na deterioragdo de alimentos (TANIWAKI e
SILVA, 2001). Muitos possuem importancia ecoldgica, genética, capacidade de
exportacdo biotecnologica, sem falar de seus aspectos patogénicos e
micotoxicoldgicos relacionados com o homem e com os animais (POWELL et al.,
1994).

Em relagcdo a taxonomia, o Aspergillus spp. € agrupado a divisdo
Deuteromycotina, a classe dos Hyphomycetes, a ordem Moniliales, e a familia

Moniliaceae (ATAYDE, 2009). Mais de vinte espécies de Aspergillus produzem

micotoxinas, porém as mais comuns sdo as da divisdo flavi, que incluem trés
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espécies: A. flavus, A. parasiticus,, A. nomius (Vaamonde et al., 2003; Saleemullah
et al., 2006).

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus compreendem duas das espécies
mais importantes do género, apresentam colGnias caracteristicamente verdes a
amarelas-oliva, embora eventualmente possam apresentar-se amarelas puras,
tornando-se acizentadas com a idade (PITT e HOCKING, 1997). Os conidioforos de
Aspergillus flavus e de A. parasiticus surgem a partir de hifas vegetativas septadas.
As fidlides podem surgir diretamente de uma vesicula globosa (condicéo
unisseriada) ou a partir da métula que envolve a superficie da vesicula (condi¢cao
bisseriada). A vesicula, a métula quando presente, as fialides, e as cadeias de
conidios compreendem a cabeca conidial, que no A. parasiticus, €
predominantemente unisseriada, enquanto no A. flavus, a seriacdo € mais variavel

(KOKALIS-BURELLE et al., 1997).

2.3. MICOTOXINAS

Os fungos filamentosos produzem uma imensa diversidade de metabdlitos
secundarios, como pigmentos, antibiéticos, além de compostos toxicos,
denominados de micotoxinas. A formagdo do metabdlito secundario esté sujeito ao
controle fisiol6gico geral que responde a fatores ambientais. Ha muitas evidéncias
gue o metabolismo secundario tem menor prioridade que o crescimento nha
hierarquia da regulacdo. Quando um meio de cultura é rico, com nutrientes

balanceados, microrganismos tipo selvagem nao realizam o metabolismo secundario

ou seu potencial é reduzido. A producdo de micotoxinas esté ligada ao crescimento
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do fungo; sem o crescimento geralmente a producdo ndo ocorre. Entretanto, a
presenca do fungo produtor ndo indica a presenca de micotoxina, especialmente se
o crescimento ndo ocorre (GONCALEZ; PINTO; FELICIO, 2001).

O termo micotoxina é derivado da palavra grega “mykes” que significa fungo e
“toxicum” que significa veneno ou toxina. Quando produzidos em associagdo com
alimentos, racdo animal e forragens, os metabdlitos toxicos podem ser ingeridos
pelo homem e animais, provocando as micotoxicoses (GONCALEZ; PINTO;
FELICIO, 2001).

Mais de quatrocentas micotoxinas, conhecidas na atualidade, sdo produzidas
por aproximadamente uma centena de fungos. As principais micotoxinas podem ser
divididas em trés grupos: as aflatoxinas, produzidas por fungos do género
Aspergillus como A. flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas, produzidas pelo
Aspergillus ochraceus e diversas espécies do género Penicilium; e as
fusariotoxinas, que possuem como principais representantes 0s tricotecenos,
zearalenona e as fumonisinas, produzidas por diversas espécies do género
Fusarium (DILKIN, 2002).

As micotoxinas sdo produtos toxicos formados por diversas espécies de
fungos que colonizam as plantas no campo ou depois da colheita. Nas fazendas os
animais contaminados por micotoxinas provocam grandes perdas econdmicas por
recusar alimento, baixa conversdo alimenticia, diminuicdo do ganho de peso
corporal, imunossupressao, interferéncia com a fertilidade e residuos em produtos
animais. Apesar de terem alguns efeitos, suas estruturas divergem bastante, tendo
em comum apenas o fato de serem produzidas por fungos (BAGGIO, 2006).

A presenca de uma micotoxina e 0 perigo associado somente pode ser

determinada depois da extracdo e identificacdo da mesma por quatro razdes: a
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presenca do fungo ndo garante que existe uma micotoxina, a micotoxina continua no
alimento mesmo que o fungo tenha desaparecido, um fungo pode produzir mais de
uma micotoxina, uma determinada micotoxina pode ser produzida por mais de uma
espécie de fungo (CARRILLO, 2005).

Diante disto, as micotoxinas produzidas durante a esporulacdo dos fungos
contaminam o0s animais que consomem alimentos contaminados, e desta forma sdo
transferidas para o0s seus produtos, tal como o leite ou a carne e,
consequentemente, prejudicando a saude humana (JOBIM; GONCALVES,;

SANTOS, 2001).

2.3.1. Aflatoxinas

Aflatoxinas (AFLs) sdo metabdlitos secundarios que podem ser produzidos
por fungos como: Aspergillus flavus, A. parasiticus e A.nominus (YU et al., 2005;
BOK et al., 2004). Os seres humanos e varias espécies domésticas sdo sensiveis
aos seus efeitos toxicos que podem ser agrupados como: agudos, mutagénicos,
neoplasicos e teratogénicos (GROOPMAN et al., 1988; HARRISON et al., 1993).
Existem varios tipos de aflatoxinas, dentre elas, destacam-se quatro, B1 (AFB1), B2
(AFB2), G1 (AFG1l), G2 (AFG2); sendo que sua biotransformacdo, em diversas
espécies animais, resulta na producdo de M1 e M2 (FERREIRA, et al, 2006). A AFB1
€ a mais toxica do grupo, seguida pela AFG1, AFB2 e AFG2 com toxicidade de 50%,
20% e 10% em relacéo a primeira, respectivamente (DILKIN et al., 2000; CREPPY,
2002).

As aflatoxinas receberam essas denominacdes, B e G, devido as suas

caracteristicas fluorescentes, "Blue” (azul) e "Green” (verde), quando expostas a luz
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ultravioleta. A designagao “M” origina-se de "milk toxin™ por ser uma toxina excretada
no leite (BAGGIO, 2006).

A descoberta da aflatoxina ocorreu em 1960 na Inglaterra, devido ao surto,
que provocou alta mortalidade em perus, conhecido como “turkey - X disease’.
Durante a epidemia, milhares de aves morreram apds o consumo de torta de
amendoim acrescentada na racdo, proveniente do Brasil. O principal fungo
encontrado no alimento foi o Aspergillus flavus (WOGAN, 1992).

A ocorréncia de aflatoxinas em alimentos € inevitavel e influenciada por
diversos fatores ambientais. Portanto, a extensdo de sua contaminacdo ndo é
previsivel e pode variar com a localizacdo geogréfica, as praticas agronémicas e a
suscetibilidade do produto a invasdo do fungo durante as fases de pré-colheita,
armazenamento e processamento (ARAUJO, 2004).

Os fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos e producao de
toxinas sao classificados em trés categorias: fatores fisicos, quimicos e bioldgicos,
como: umidade relativa, conteido de umidade, temperatura, luz, danos mecanicos,
microclima (atmosfera), fungicidas, composicdo do substrato, competicao
microbiologica (interagcdo microbiana) e linhagem do fungo contaminante
(SCUSSEL, 1998).

Em cereais estocados, os fatores mais importantes para o crescimento de
fungos toxigénicos do género Aspergillus e a producgéo de aflatoxinas sdo a umidade
relativa do ar e do substrato e temperatura de armazenamento. Umidade relativa de
80% a 85% com 17% de umidade dos cereais e temperatura de 24 a 35°C sao
consideradas condi¢cdes Otimas. Ja em racdes a umidade deve estar entre 10% a
13% do substrato, 79% a 89% de umidade relativa do ar e temperaturas de 19 a

27°C (DILKIN et al., 2000).
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As aflatoxinas pertencem a classe de compostos denominados
furanocumarinas, apresentando um nucleo cumarina associado ao furano e a
lactona (Figura 01). As aflatoxinas do grupo B possuem um anel ciclopentenona as
do grupo G uma lactona insaturada de 6 membros, e as do grupo M séo derivadas

hidroxiladas no carbono quatro de B; e B, (ARAUJO, 2004) (Figura 02).

o o
:o: @j
FURANO CUMARINA

Figura O1. Estrutura do furano e da cumarina

o o OCH3

Aflatoxina B2

o o OCH3 o o] OCHj

Aflatoxina G1 Aflatoxina G2

Aflatoxina M1 Aflatoxina M2

Figura 02. Estrutura das aflatoxinas

Estas toxinas apresentam baixo peso molecular (AFB1: 312,2782; AFB2:
314,294; AFG1:328,2776; AFG2: 330,2934 e AFM1: 328,2776 g/mol), sendo

bastante sollveis em solventes de polaridade intermediaria como cloroférmio,
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metanol e dimetilsulfoxido. Seus pontos de fusdo sédo de 168-269 °C, 286-289 °C,
244-246 °C, 237- 240 °C e 299°C, respectivamente para as aflatoxinas Bi, Bz, G1, G2
e M1 (MERCK, 1996).

Em estado puro, sdo extremamente estaveis a altas temperaturas, enquanto
gue, quando se encontram em solventes polares, séo relativamente sensiveis a luz,
particularmente a radiacdo ultravioleta. Sdo degradadas por esterilizagdo em
presenca de amoénia e por tratamento com hipoclorito e alcalis fortes (WHO, 1979).
Séo incolores, inodoras e ndo alteram o sabor dos alimentos (MARTINS, 2002).

Segundo Araujo (2004), as aflatoxinas séo inativadas desde que alcancem o
ponto de fusdo 237-289°C. Tal aquecimento € inaceitavel para processamento de
alimentos. Sendo assim, leites e produtos lacteos, mesmo apds o processamento,
pasteurizacdo ou ultra high temperature (UHT), podem encontrar-se contaminados

por aflatoxina M;.

2.4, METODOS DE ANALISE DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM

ALIMENTOS

As propriedades bioquimicas dos alimentos restringem o desenvolvimento
dos microorganismos a poucas espécies especificas, fazendo com que as técnicas
de identificagdo e isolamento tendam a ser também cada vez mais restritivas as
espécies fungicas com que se deseja trabalhar (DE BOER & BEUMER, 1999).

Meios de cultura diferenciados s&o introduzidos para analise de fungos em
alimentos, como, o PCA com antibioticos, o DRBC e o PDA com antibioticos.
Atualmente estes sdo 0s meios mais indicados para a contagem de bolores e

leveduras em placa (MISLIVEC et al., 1992; SILVA et al., 2001). O trabalho de
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TANIWAKI et al. (2001b) mostrou que os meios DRBC, PDA e DG18 séo
equivalentes para a contagem de fungos em alimentos.

Para os géneros Penicilium, Aspergillus e Fusarium, a identificacéo
morfolégica vem sendo substituida por métodos que identificam os metabdlitos
secundarios, a producédo de iso-enzimas, caracteristicas fisioldgicas, caracteristicas
ecologicas, suscetibilidade a drogas e técnicas moleculares, com Reacdo em Cadeia
Polimerase - PCR (FILTENBORG et al., 1996).

Além da escolha e execucdo correta dos procedimentos de isolamento,
quantificacdo e identificacdo, o bom éxito de qualquer trabalho cientifico em
microbiologia, dependera muito dos cuidados com a amostragem. As amostras
devem ser coletadas em recipientes assépticos e o volume coletado nunca devera
ultrapassar trés quartos da capacidade total do recipiente (SILVA et al., 2001). O
transporte até o laboratério deve ser feito a uma temperatura entre 0 e 4,4 °C. e as
amostras processadas num prazo maximo de 36 horas ap0s sua coleta (MESSER et

al., 1992).

2.5. LESGILACAO E OCORRENCIA DE AFLATOXINA M1 EM LEITE

E QUEIJOS

Observa-se que no Brasil, poucos trabalhos investigaram a presenca de
aflatoxina M1 em produtos lacteos, em particular, em queijos e leite (TABELA 01).

No entanto, essas pesquisas se concentram na regiao sul do Brasil.
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Tabela 01 — Ocorréncia de aflatoxina M; (AFM;), em leite e derivados

Total de Incidéncia de Niveis de
Leite & Local da amostras aflatoxina M;
; . amostras X o Autores
derivados pesquisa ; contaminada Verificado
utlizada o
(%) (Mg/L)

. ~ Minas PRADO et al.,
Queijo Parmeséo Gerais 88 46,6 0,01-0,66 2008

. . Minas PRADO et al.,
Queijo Minas Gerais 75 74,6 0,2-6,9 2000
Pasteurizado, Ribeirdo 139 80,0 0,015-05  CARRIDOetal

Preto 2003

UHT
» SHUNDO;
in natura S&o Paulo 107 74,0 0,02-0.26 SABINO,
pasteurizado, 2006
UHT
Pasteurizado Parana 40 57,5 0,01-0,17 BAGGIO, 2006
Leite “in natura” e Porto
UHT Alegre 128 0,00 0,0 WEIGEL, 2007

.. Minas PRADO et al.,
Queijo Prato Gerais 9 100 0,2-0,54 2001

Quanto a presenca de aflatoxina M; em queijos, observa-se que Prado et al,
(2001), verificaram que todas as amostras analisadas de queijo prato, continham
algum nivel de aflatoxina. Os mesmos autores em 2008 (PRADO, et al, 2008)
detectaram a presenca de aflatoxina M1 em 40 amostras de queijos parmesao, das
88 analisadas, sendo que apenas duas amostras (2,3%) estavam com niveis de
AFM1 (270 ng/kg® e 660 ng/kg™) acima dos nivel admissivel de 250 ng/kg™ pela
maioria dos paises europeus.

Cada pais tem tentado definir regulamentacfes a fim de estabelecer limites
de tolerdncia maximos. No Brasil, a Resolugdo n° 274 da Agéncia Nacional de
Saude — ANVISA de 15 de outubro de 2002 (BRASIL, 2002b), estabelece os limites
maximos aceitaveis de aflatoxina M; 0,5 pg/L (ppb) em leite fluido e 5,0 pg/kg (ppb)
para leite em p0, ndo sendo estabelecido limites para outros derivados do leite.

Outras micotoxinas, como aflatoxinas Bi, Gi, M2, M4, esterigmatocistina,

ocratoxina, toxina T-2 e fumonisinas, podem ocorrer no leite e derivados bem como
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no leite humano, embora em quantidades menores. Porém, a principal forma é a

aflatoxina M1 (APPLEBAUM et al., 1982; GALVANO; GALOFARO, 1996).
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MICROBIOTA FUNGICA EM QUEIJO DE COALHO

COMERCIALIZADOS EM ALAGOAS

FERREIRA - JUNIOR, G. C.; CABRAL JUNIOR, C. R.; AMORIM, E. P. R.

RESUMO

O setor lacteo apresenta expressivo papel na economia do nordeste, sendo o
queijo de coalho o mais difundido e apreciado pela populagéo local, dos derivados
lacteos produzido na regido. No entanto, mesmo com o uso de leite pasteurizado
no processamento do queijo de coalho, algumas espécies de fungos patogénicos
podem se desenvolver sobre os queijos, como € o caso dos fungos do género
Aspergillus sp., Penicilium sp., esses fungos tém a capacidade de produzir
diversas micotoxinas, assumindo destacada relevancia em saude publica devido
aos seus efeitos carcinogénicos e mutagénicos. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi caraterizar a microbiota fungica de amostras de queijo de coalho
comercializados em Macei6. AL. A contagem de fungos filamentosos foi realizada
de acordo com o método descrito no Compendium of methods for the
microbiological examination of foods (1992). Foram isolados 12 géneros de
fungos, destacando-se as espécies Aspergillus flavus e Penicillium sp, e a
contagem de fungos filamentosos variou entre 5,0 x 10 a 1,7 x 10° UFCI/g,
evidenciando a necessidade de boas praticas de fabricacdo. A presenca desses
fungos nos queijos revela os riscos que 0os consumidores estdo expostos, visto
que, as toxinas produzidas por essas espécies fungicas, apresentam efeitos

carcinogénicos e mutagénicos.

Palavras-chave: fungos, Aspergillus flavus, queijo de coalho
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MYCOFLORA IN FARMHOUSE CHEESE SOLD IN ALAGOAS

FERREIRA-JUNIOR, G. C.; CABRAL JUNIOR, C, R.; AMORIM, E. P. R.

Abstract

The dairy sector has a significant role in the economy of the northeast, and the
cheese curds the most widespread and appreciated by the local population of
dairy products produced in the region. However, even with the use of pasteurized
milk in cheese processing rennet, some species of pathogenic fungi can develop
on cheese, such as fungi of the genus Aspergillus sp. Penicillium sp. These fungi
have the ability to produce several mycotoxins, assuming outstanding relevance
for public health due to their carcinogenic and mutagenic. Therefore, the objective
of this study was to characterize the mycoflora of cheese curd samples marketed
in Macei6. AL. The counts of filamentous fungi were performed according to the
method described in the Compendium of methods for the microbiological
examination of foods (1992). Were isolated 12 genera of fungi, especially species
Aspergillus flavus and Penicillium sp, and filamentous fungi count ranged between
5,0 x 10% to 1,7 x 10° UFC / g, suggesting the need for good manufacturing
practices. The presence of these fungi in cheeses reveals the risks that
consumers are exposed, since the toxins produced by these fungal species, have

carcinogenic and mutagenic.

Keywords: fungi, Aspergillus flavus, cheese curds
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4.1 INTRODUCAO

Dentre os produtos de laticinios fabricados na regido nordeste, o queijo
coalho é um dos mais difundidos e apreciados pela populacédo local. Observa-se
gue esse produto tem sido comercializado sem que haja padronizagdo no seu
processamento e se caso houvesse, provavelmente poderia tornar-se mais
competitivo.

O queijo de coalho é fabricado com massa semi-cozida e tradicionalmente
consumido fresco ou maturado. E produzido ha mais de 150 anos, em varios
Estados da Regido Nordeste do Brasil a partir de leite de vaca cru e/ou leite
pasteurizado. Antigamente utilizava-se para coagulacdo do leite o coalho do
estbmago seco e salgado de animais silvestres ou bezerros. Atualmente esta
pratica foi substituida pelo uso de coalho industrial (GONDIM, 1995; LIMA, 1996).

A instrugdo normativa n° 30, de 26 de junho de 2001, do Ministério da
Agricultura, Pesca e Abastecimento, define o queijo de coalho como sendo o
queijo que se obtém por coagulacdo do leite por meio do coalho ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acdo de bactérias
lacteas selecionadas e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de
fabricacdo. Sendo classificada de média a alta umidade, de massa semi-cozida
ou cozida e apresentando um teor de gordura nos solidos totais variavel entre
35,0% e 60,0%. (BRASIL, 2001).

Segundo o Servico de Inspecdo Federal (SIF) e Estadual (SIE), em
Alagoas funcionam aproximadamente 61 laticinios, sendo 4 desses fiscalizados

pelo SIF, e 57 pelo SIE. Segundo Escobar et al., (2001) no nordeste a maioria dos
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queijos de coalho séo fabricados em pequenas fazendas rurais e/ou em pequenas
queijarias urbanas ou rurais de forma clandestina.

Dentre os produtos derivados do leite, o queijo é considerado um veiculo
frequente de patdgenos de origem alimentar e, em especial, 0s queijos frescos
artesanais por serem, na maioria das vezes, elaborados a partir de leite cru e sem
processo de maturacdo. A contaminacdo microbiana desses produtos assume
destacada relevancia tanto para a industria, pelas perdas econémicas, como para
a saude pdublica, pelo risco de causar doencas transmitidas por alimentos
(BORGES, et al. 2003)

Apesar dos queijos de coalho comercializados no estado de Alagoas, sob
fiscalizacdo do SIF e SIE, serem processados com leite pasteurizado, este
procedimento ndo garante a auséncia de contaminantes quimicos no produtos,
como a aflatoxina M;. De acordo com FRANCO & LANDGRAF (2004) o
tratamento térmico na forma que costuma ser utilizado (pasteurizacdo e
esterilizacdo) para processamento de alimentos, ndo causa a inativacao completa
das aflatoxinas. PADUA et al. (2002) afirmam que em estado puro, as aflatoxinas
sdo extremamente estaveis em elevadas temperatura superando até 200 °C .

OLIVEIRA & GERMANO (2003) afirmaram que podem ser encontradas
varias aflatoxinas nos produtos alimentares, sendo as mais importantes as By, B,
Gi, Go. A aflatoxina M1 (AFM;) € um potente hepatocarcinégeno excretado no leite
de vacas alimentadas com ragfes contaminadas com aflatoxina Bi (AFB3),
classificadas na Classe 1 dos carcinbgenos humanos pela International Agency
for Research on Cancer — IARC (2003). A contaminacéo do leite de consumo

humano com AFM;, classificadas no grupo 2B, possiveis carcinbgenos para
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humanos, assumem destacada relevancia em saude publica, ao se considerar
que seus efeitos téxicos agudos e carcinogénicos tém sido extensivamente
demonstrados em diversas espécies.

Os fungos responséaveis pela producédo de aflatoxinas, podem contaminar
os alimentos, causando sua deterioracdo, reduzindo seu valor nutricional e
alterando suas qualidades organolépticas (TANIWAKI et al., 1999; RAVEN et al.,
2001), podendo ser prejudiciais & saude dos animais e dos seres humanos. Neste
sentido, Sabino (1996) destaca os géneros Aspergillus, Penicillum e Fusarium
como sendo espécies capazes de crescerem em diversos substratos e de
produzirem toxinas patogénicas.

Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram investigar a ocorréncia
de fungos patogénicos em queijos de coalho produzidos e comercializado no

estado de Alagoas.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem

As amostras de queijo de coalho foram adquiridas aleatoriamente durante o
periodo de abril a agosto de 2011. As amostras foram provenientes de cinco
laticinios do estado de Alagoas, designadas por A, B, C, D e E, duas sob
inspecdo do SIF e as outras trés do SIE. As amostras foram coletadas em
estabelecimentos comerciais de Maceid-AL, e acondicionadas em caixas
isotérmicas, contendo gelo reciclavel, e transportadas para o Laboratério de
Controle e Qualidade de Alimentos da Universidade Federal de Alagoas, onde
foram mantidas a temperatura de refrigeragdo (4°C+2°C) até a realizacdo das

andlises, que ocorreram até 12 horas apoés as coletas.

Foram coletadas 20 amostras de queijo de coalho de 05 empresas, cada
uma com aproximadamente 500g. Apds a contagem de fungos fliamentosos, as
placas foram transportadas para o Laboratorio de Fitopatologia do Centro de

Ciéncias Agréarias-CECA/UFAL, para a identificagdo de fungos.

4.2.2 Analise Microbioldgica
4.2.2.1 Contagem de Fungos Filamentosos

A contagem de bolores e leveduras foi realizada de acordo com o método
descrito no Compendium of methods for the microbiological examination of foods

(APHA, 1992). As amostras foram semeadas em meio agar Dicloran Rosa de
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Bengala Cloranfenicol (DRBC), utilizando-se diluicdes de 10 até 10™. As placas
foram incubadas em temperatura de 25°C, durante cinco dias.

O DRBC contém cloranfenicol, que inibe o crescimento de bactérias, além
de dicloran e rosa bengala, que restringe o espalhamento das colbnias dos
bolores (SILVA et al, 2007). Por esse motivo, as colonias observadas nas placas,

se apresentaram ndo muito espalhadas nas placas.

4.2.2.2 ldentificacdo dos fungos

ApOs crescimento e contagem, as colonias foram selecionadas para
preparo de laminas para visualizacdo em microscopia direta, utilizando-se agua
destilada e/ou azul de metileno, como corante. Desta forma, pode-se observar as
estruturas morfolégicas dos fungos. Os fragmentos também foram observados
sob microscopia direta e as estruturas comparadas com as descritas em
publicacdo especializada. Os fungos foram identificados em nivel de género e
espécie, com base nas chaves de Barnett & Hunter (1987), Pitt (1999), Rappe &
Femel (1977). As amostras que ndo foram identificadas foram selecionadas para

a realizacdo de microculturas.

4.2.2.3 - Caracterizacdo morfologicas das estruturas apds microculturas

A caracterizagdo morfolégica dos isolados foi realizada ap6s microculturas
dos fungos nao identificados no primeiro momento, consistindo de placas de Petri,
forradas com papel de filtro e um suporte de vidro, sobre o qual foram colocadas
laminas e laminulas, sendo o conjunto esterilizado em autoclave a 120°C durante

20 minutos. Com a ajuda de uma alca de platina, pequenos fragmentos de



crescimento fangico foram inoculados em quatro pontos laterais de um bloco de
meio DRBC (+x1cm?), previamente colocado sobre a lamina, cobrindo-se em
seguida com a laminula.

O papel de filtro foi umedecido com &gua destilada esterilizada, incubando-
se as microculturas em temperatura de 25°C, por 48—72 horas. Apos este periodo
procedeu-se a retirada da laminula com o auxilio de uma pin¢a, colocando-a
sobre uma lamina, contendo o corante azul de metileno e/ou agua destilada e as

estruturas formadas, observada ao microscépio 6ptico (FIGURA 03).

Figura 03 — Microcultura

4.2.3 Analises fisico-quimicas
As andlises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com a metodologia

preconizada pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008).
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4.2.3.1 Teor de Umidade
A umidade consistiu em secagem de uma aliquota da amostra, a uma
temperatura determinada (105°C), até massa constante e pesagem para

determinacéo da perda de massa de umidade e volateis (FIGURA 04).

i

Figura 04 — Estufa com circulacdo de ar e dessecador (anélise de umidade)

4.2.3.2 — Potencial Hidrogenidnico (pH)
As analises de pH, foram realizadas diretamente sobre a amostra, com um
uso de um pHmetro calibrado com as solu¢des tampéo pH 7,0 e pH 4,0 e de um

eletrodo especifico para queijos (FIGURA 05).
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Figura 05 — Analise de pH (pHmetro digital e eletrodo especifico para queijos)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contagem de fungos filamentosos e identificacdo de fungos

A legislacao vigente (BRASIL, 1996) ndo determina valores maximos para
contagem de fungos filamentosos e leveduras em queijo de coalho. Na tabela 03,
observa-se que os valores de contagem de bolores variaram entre 5,0 x 10% a 1,7
x 10°. FEITOSA et al. (1985) relataram contagens de bolores e leveduras em
amostras de queijo de coalho em valores que variaram de 8,6 x 103 a 3,2 x
10°UFC/g, similares aos encontrado nesta pesquisa

Segundo FEITOSA et al, citado por BORGES em 2003, contagens
elevadas de bolores e leveduras constatadas em queijos, indicam producdo sob
condicBes de higiene insatisfatérias. Esses microrganismos sdo considerados os
principais responsaveis pela deterioracdo de queijos.

TABELA 2 - Contagem de fungos filamentosos e identificagdo da microbiota
fungica de amostras de queijo de coalho

Contagem de fungos

Amostras filamentosos (UFC/g) Espécies fungicas
Minimo Maximo
Penicillium sp., Aspergillus flavus,
A 3 5
o1x10 S8 X 10 Albugo sp., Geotrichum sp, Monilia sp.
B 1,2x10° 1,7 x 10° Penicillium sp., Geotrichum sp.,
c 45x10° 1,3 x 10° Cladosporium fulvum,
D 1,0x10° 5.1 x 10° Penicillium sp.
E 5,0 x 10 1,0 x 10° Cladosporium sp., Geotrichum sp.,

Penicillium sp.

UFC/g= Unidade Formadoras de Colbnias por grama
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Quanto a identificacdo da microbiota fungica, os dados obtidos no presente
estudo permitem observar uma grande variedade de géneros e espécies de
fungos nas amostras analisadas, totalizando 12 espécies, onde se destacam
Penicillium sp., Aspergillus flavus, Cladosporium sp., Geotrichum sp., Albugo sp.,
Monilia sp. (Tabela 2). Observou-se a presenca de fungos em todas as marcas

analisadas.

Os fungos do género Penicillium sp. sdo contaminantes naturais da
alimentacdo humana e animal encontrado em milho, cereais, trigo, nozes, frutas
secas, vinho e leite, que quando armazenados em condi¢cdes favoraveis de
umidade e temperatura, podem provocar uma doenca ocasional denominada
peniciliose, algumas espécies podem produzir Ocratoxina-A, nefrotoxica e
também carcinogénica. (CHIAVARO et al., 2002).

Sabino (1996) destaca que o0s géneros Aspergillus e Penicillium sao
capazes de crescerem em diversos substratos com condicbes ambientais
variaveis e produzirem micotoxinas. A presenca do género Aspergillus flavus, na
marca A, representa um perigo em potencial a saude dos consumidores, visto
que, 50% dos fungos dessa espécie sdo produtores potenciais de aflatoxinas

(DILKIN, et al., 2000).

5.2 Teor de umidade e pH

Os valores médios de umidade dos queijos de coalho pesquisados neste
trabalho variaram entre 41,43% (marca B) a 45,03% (marca E). Esses valores de

umidade, observado na tabela 03, classificam o0s queijos como sendo de média
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umidade (BRASIL, 1996). Segundo a Portaria n°® 146, de 07 de margo de 1996,
do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 0s queijos sao
classificados em relacdo ao teor de umidade, em queijos de baixa umidade
(queijos com teores de umidade <35,9%), média umidade (36 a 45,9%), alta
umidade (46 a 54,9%), e queijos de muita alta umidade (>55,0%).

Sabe-se que a umidade é um importante parametro usado para
caracterizar os diferentes tipos de queijos. De acordo com Rocha (2004), o
crescimento indesejavel desses fungos esta relacionado principalmente com a
umidade do queijo e com a umidade relativa do ar.

Segundo Oliveira (1981) o teor de umidade varia muito e esta
correlacionado com o tempo de conservacdo do queijo. Os mais desidratados sao
mais duros e apresentam maior conservagao, mesmo em condi¢cdes adversas.

Nassu et al (2003), encontraram variacbes de 43,1%, a 43,77% nos
valores de umidade de amostras de queijo de coalho do estado do Ceara . Esses
valores sdo similares aos encontrados neste trabalho.

Entre os fatores que podem influenciar o teor de umidade dos queijos,
destaca-se o manuseio da coalhada observada durante o processo de fabricacdo
dos queijos, bem como o tempo de prensagem, que segundo NASSU, et al.
(2003) diferem muito entre produtores de queijos, fato este que explica a

diferenca de valores de umidade entre a marcas comercializadas.
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TABELA 3 — Médias dos resultados de pH e umidade de amostras de queijo

de coalho
Queijo de coalho pH Teor de Umidade (%)
(marcas)
A 5,54 43,43
B 6,10 41,43
C 6,22 42,90
D 5,38 42,31
E 5,64 45,03

Quanto ao pH, os valores verificados variaram entre 5,38 (marca D) a 6,22
(marca C). A legislacdo que regulamenta a producdo de queijo no Brasil, ndo
estabelece valores minimos ou maximos de pH. Segundo COUSINS (1997)
valores de pH baixo associado com elevado teor de sal nos queijos podem
provocar a destruicdo, durante a maturacdo, da maioria dos patdgenos
inicialmente presentes no produto.

No entanto, Robinson (1987) salienta que a acidez néo evita o crescimento
de leveduras e mofos, mas sim das bactérias no interior do queijo, particularmente
com uma baixa umidade, auséncia de oxigénio e alta concentracdo de sal. Ele
também afirma que o pH minimo, da maioria dos queijos é 5,3 e em muitas
variedades alcanca o valor de 4,5. Os valores de pH da maioria dos queijos
utilizados neste trabalho, ficaram acima do valor minimo citado por Robinson
(1987).

De acordo com Jay (1973), a maior parte dos microrganismos se

multiplicam melhor com valores de pH em torno de 7,0 (6,6 — 7,5), enquanto que



somente alguns crescem com pH abaixo de 4,0. Os mofos crescem em um pH
minimo de 1,5 — 2,0 e maximo de 11, ja as leveduras pH minimo 2,5 e maximo 8,0
- 8,5.

Benevides (2000), ao analisar amostras de queijo de coalho produzido com
leite cru e pasteurizado no estado do Ceard, encontrou valores médio de pH (5,02
a 5,62.), similar aos encontrado neste trabalho.

A presenca de micotoxinas em produtos destinados ao consumo humano
coloca em risco a seguranca da saude da populagédo. As boas préticas agricolas,
de transporte, de manufatura e de armazenagem continuam sendo a melhor
forma de prevenir a contaminacdo de alimentos por aflatoxinas e,
consequentemente, a contaminacéo do leite.

Assim, estratégias e instrumentos legais sdo necessarios na agricultura e
na industria de alimentos para assegurar a qualidade de produtos de origem

animal.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir:
- A elevada contagem de fungos filamentosos observado, evidenciam a
necessidade de boas praticas de fabricacao.
- Os principais fungos encontrados foram os Penicillium sp., Aspergillus flavus,
Cladosporium sp., Geotrichum sp.,
- Foi encontrada a presenca do Aspergillus flavus, potencial produtor de

aflatoxina, em uma das marcas analisadas.
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