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RESUMO

O leite constitui um excelente substrato que favorece o crescimento de fungos
patogénicos oportunistas. O grande potencial deste alimento & dar origem a
derivados, dentre os quais, os queijos tipo manteiga, que sdo amplamente
consumidos na regidao Nordeste. Com base no exposto, o presente trabalho teve
como objetivo a caracterizagao fisico-quimica e da microflora epifita patogénica
em queijos tipo manteiga, produzidos a partir de leite pasteurizado de vacas. O
estudo aconteceu entre os meses de abril a agosto de 2011. O delineamento
experimental adotado foi inteiramente casualizado. Foram coletadas amostras de
aproximadamente 0,5 kg de cinco micro-usinas da regido da zona da mata e
sertdo alagoano. Apenas uma marca nao possui registro no Servigo de Inspecéao
Federal ou Estadual. Uma marca possui o selo do Servigo de Inspecao Federal e
outras trés marcas o selo do Servigco de Inspecao Estadual. Amostras das cinco
marcas comerciais foram adquiridas diretamente em estabelecimentos
comerciais, acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e
transportadas para os Laboratérios de Controle e Qualidade de Alimentos —
FANUT/UFAL e de Fitopatologia, Centro de Ciéncias Agrarias - CECA/UFAL,
onde foram mantidas em freezer a -18°C para posteriores determinacoes
analiticas. Foram analisadas 5 marcas, sendo 4 repeticdes de cada marca,
compreendendo 4 diferentes lotes, totalizando 20 amostras. Todas as analises
foram realizadas em triplicata. Foram analisadas as variaveis fisico-quimicas, tais
como: (pH, umidade, gordura nos solidos totais, gordura, proteinas, cinzas e
cloretos) e as analises microbiolégicas com a contagem do numero de unidades
formadoras de colénias (UFC) e identificagdo dos patdgenos nos queijos tipo
manteiga. Os resultados revelaram que das cinco marcas analisadas, trés
apresentaram-se dentro dos padrdes estabelecidos pela Instrugdo Normativa n°
30 quanto ao teor de umidade, porém, apenas duas atenderam os requisitos para
o teor de gordura nos solidos totais que deve variar entre 25% e 55%. A
microbiota fungica revelou que o género Aspergillus predominou em quatro
marcas, sendo o Aspergillus flavus o mais frequiente, identificado em trés marcas.
O género Penicillium foi identificado em duas marcas com as espécies P. italicum
e P. viridicatum. O género Fusarium foi identificado apenas em uma marca com a
identificacdo da espécie F. semitectum. Outros géneros como Geotrichum,
Cladosporium, e Rhizopus também foram identificados.

Palavras-chave: Queijo de manteiga, Analise fisico-quimica, Aspergillus flavus.



ABSTRACT

The milk is an excellent substrate favors growth of opportunistic pathogenic fungi.
The great potential of this food Is to give origin to dairy products, among which, the
like-butter cheese, widely consumed in the Brazilian Northeast. Based on that, this
present study aimed to characterize the physicochemical and pathogenic epiphytic
microflora in like-butter cheese made from pasteurized cow’s milk. The study took
place from April and August 2011. The experimental design was completely
randomized. It was collected samples with about 0.5 Kg from five micro processins
plants in the region of the rainforest and backwood area of Alagoas State. Only
one brand is not registered in the Federal Inspection service or State. A brand has
the seal of the Federal inspection service and three other brands the seal of the
state Inspection service. The five brands samples were acquired directly in shops,
packed in cool boxes containing ice packs, transported to the Laboratory Quality
Control and Food — FANUT/UFAL and Plant Phytopathology, Agricultural Science
Center — ECSC/UFAL, and maintained at - 18 °C for further analytical
determinations. It was analyzed five brands, four replicates of each brand,
comprising four different lots, totaling twenty samples. All analyzes were
performed in triplicate. The physicochemical variables were analyzed (pH,
moisture, fat in total solids, fat, protein, ash and chlorides) and microbiological
count of the number of colony forming units (CFU) and identification of pathogens
in like-butther cheese. The results revealed that among the five brands tested,
three were within the standards established by Instruction No. 30 on the moisture
content, but only two met the requirements for the level of fat in total solids should
vary between 25% and 55%. The fungal flora revealed that the genus Aspergillus
was predominant in four brands, Aspergillus flavus, the most frequent, identified in
three brands. The genus Penicillium was found in two brands with the species P.
italicum and P. viridicatum. The genus Fusarium has been identified only in one
brand with the identification of the species F. semitectum. Other genres such as
Geotrichum, Cladosporium and Rhizopus were also identified.

Key words: Like-butter cheese, Physicochemical analysis, Aspergillus flavus.
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1 INTRODUGAO GERAL
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1. INTRODUGAO GERAL

O queijo de manteiga é produzido e bastante consumido na Regiao
Nordeste do pais, onde predomina a fabricagdo de queijos artesanais. A
fabricacdo e a comercializagdo desse queijo sao atividades importantes para a
economia regional, sendo a principal fonte de renda de pequenos produtores
estabelecidos principalmente na zona rural (ALMEIDA, 2008).

A industria queijeira na Regido Nordeste, divide-se, basicamente, em dois
segmentos: o das médias empresas, fiscalizadas por 6rgaos oficiais, e o das
pequenas unidades artesanais, localizadas, principalmente, no meio rural, sem
qualquer fiscalizagdo. A fabricagcdo do queijo de manteiga também ocorre em
algumas industrias regulamentadas e inspecionadas pelo Ministério da
Agricultura, entretanto predomina a manufatura de queijos padronizados tipo
Minas, Prato e Mussarela (NASSU et al., 2003).

Fungos de varias espécies sao citados na literatura cientifica como agentes
deteriorantes de queijo, devendo ser considerados nos programas de garantia da
qualidade e seguranca alimentar das industrias (FRANCO et al., 1999). Por sua
vez, diversos alimentos destinados ao consumo humano e animal sao
susceptiveis ao ataque fungico em nivel de campo e durante o seu
armazenamento. A contaminacdo é uma realidade neste produto culminando em
perdas por deterioracdo e retirada total ou parcial da casca dos queijos onde o
crescimento de fungos é visivel. (PERAICA et al., 2000).

Havendo condigbes favoraveis, estes fungos podem produzir metabdlitos
secundarios conhecidos como micotoxinas. A contaminagao por micotoxinas é

variavel e depende de alguns fatores (OLIVEIRA, 2010). O Brasil apresenta
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condigdes ideais para o desenvolvimento de fungos devido a prevaléncia do clima
tropical, além da utilizagdo de praticas agricolas inadequadas de plantio, colheita,
secagem, transporte e armazenamento dos graos (SABINO et al., 1988).

A contaminagao de racdes e alimentos por fungos deve-se principalmente
a utilizacdo de grdos ja contaminados por toxinas ou racdes estocadas em
condi¢cbes inadequadas, bem como pela ingestao de forragens contendo fungos
endofiticos (CAVALCANTE, 1998). Os trés principais géneros flungicos
associados com a producdo de micotoxinas sao Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, estes sdo largamente distribuidos no ecossistema brasileiro (CORREA,
2000). Um dos principais géneros fungicos responsaveis nos casos de intoxicagao
por micotoxinas é o Aspergillus (OGA, 1996).

Estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e
microbioldgicas do queijo de manteiga sdo escassos. Alguns fatores como a falta
de padronizacdo no processamento, precariedade das condi¢cdes higiénico-
sanitarias na fabricacdo, comercializagdo de queijos sem embalagens e em
temperatura ambiente, fraude por adicdo de amido e de dleo vegetal em
substituicido a manteiga de garrafa sao alguns dos problemas assinalados por
ESCUDERO (1979), VENTURA (1987) e NASSU et al. (2003). Tais problemas
resultam em queijos com rancificacao acelerada, perda de umidade, defeitos de
sabor e textura, comprometendo assim suas caracteristicas organolépticas.

Neste sentido, diante desse contexto torna-se importante a caracterizagao
fisico-quimica e a avaliagcdo de fungos filamentosos em queijos de manteiga

comercializados no estado de Alagoas.
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1° capitulo: Capitulo de Revisao

SILVA, V. L. M.; CABRAL JUNIOR, C, R.; AMORIM, E. P. R.
QUEIJO DE MANTEIGA, FUNGOS TOXIGENICOS E MICOTOXINAS.




17

1 QUEIJO DE MANTEIGA

O queijo de manteiga, igualmente conhecido como requeijao do sertao,
requeijdo do nordeste e requeijao do norte, € de origem brasileira, com ampla
aceitacdo nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Este tem sido uma das
alternativas mais utilizadas para aproveitamento de leite nas fazendas situadas
longe dos centros consumidores e laticinios. E um produto de fabricagdo simples
e com alto valor nutritivo (CAVALCANTE E COSTA, 2005).

A metodologia para a fabricagdo do queijo de manteiga €& bastante
diversificada. O processamento ndo se encontra bem definido, o que leva a falta
de padronizagdo do queijo comercializado. A falta de critérios de qualidade da
matéria-prima e de técnicas de processamento estabelecidas permite que o
mercado consumidor obtenha produtos de baixa qualidade tanto do ponto de vista
higiénico-sanitario como em relacdo aos padrbes de identidade do produto

(ALMEIDA, 2008).

2 FUNGOS TOXIGENICOS

Os fungos sdo microrganismos comuns na natureza estando presentes em
ambientes aquaticos, terrestres e no ar. Sua estrutura é formada por filamentos
denominados hifas, que, em conjunto, formam o micélio. Este pode ter duas
fungdes: promover a fixagao do bolor no substrato (micélio vegetativo) e promover
a reproducéo através da produgéo de esporos (micélio reprodutivo). O micélio dos

bolores é responsavel pelo aspecto caracteristico das colénias formadas,
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podendo ser cotonosos, umidos e gelatinosos (FRANCO et al., 1996; GOCK et
al., 2003).

O desenvolvimento destes microrganismos pode determinar doengas
infecciosas ou téxicas, em vegetais e animais, incluindo o homem. A simples
presenca do fungo nao é fator determinante de doenga, a qual depende da
relacao parasita/hospedeiro (LACAZ et al., 2002). Christensen & Kaufman, (1969),
dividiram os fungos que invadem os graos, vagens e sementes conforme suas
necessidades de agua em dois grupos ecoldgicos: fungos de campo e de
armazenamento.

Os fungos de campo infectam o produto ainda no campo durante o
crescimento, enquanto os fungos de armazenamento invadem durante o
armazenamento ou estocagem. Para se desenvolverem, os fungos de campo
requerem um teor de umidade em equilibrio com umidade relativa entre 90-100%.
Os principais géneros sao Cephalosporium, Fusarium, Gibberella, Nigrospora,
Helminthosporium, Alternaria e Cladosporium que invadem graos em geral
durante o amadurecimento. Entretanto, excetuando-se o milho, quando
armazenado com alto teor de umidade, tais fungos podem se desenvolver
(MARCIA & LAZZARI, 1998).

Em relagdo aos fungos de armazenamento, estes sdo representados pelos
géneros Aspergillus e Penicillium, pois necessitam de teores de umidade mais
baixos, entre 13 e 18%, e sédo considerados os principais agentes deteriorantes
das sementes (CHRISTENSEN & KAUFMAN, 1969). O desenvolvimento de
fungos nos queijos pode acarretar alteragbes nas caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais que, em alguns casos, podem comprometer a

qualidade dos mesmos ocasionando perda de sabor, descoloragao,
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apodrecimento, formacédo de esporos patogénicos e alergénicos e também a
produgao de micotoxinas (FILTENBORG et al., 1996; PERRY, 2004).

Os fungos filamentosos produzem uma imensa diversidade de metabdlitos
secundarios, como pigmentos, antibiéticos, fitotoxinas além de compostos téxicos,
denominados de micotoxinas (MOSS, 1991). As micotoxinas sdo formadas
durante o crescimento dos mofos nos alimentos. Algumas estdo presentes
somente no mofo, enquanto que a maioria € excretada para o alimento

(FILTENBORG, 1996).

2.1 Aspergillus spp.

Um dos principais géneros fungicos responsaveis nos casos de intoxicagao
por micotoxinas € o Aspergillus (OGA, 1996). Este género foi descrito pela
primeira vez pelo botéanico italiano Pier Antonio Micheli em 1729 (MACKENZIE,
1988). No que diz respeito a sua taxonomia, o Aspergillus spp. € agrupado a
divisdo Deuteromycotina, a classe Hyphomycetes, a ordem Moniliales, e a familia
Moniliaceae. Caracterizam-se pelo crescimento de colbnias coloridas e brilhantes
e por produzir conideos em cabegas tipicas, do tipo “mop-like” (escovao) (PITT &
HOCKING, 1997).

As espécies fungicas de Aspergillus sao microrganismos cosmopolitas,
capazes de colonizar uma ampla variedade de substratos (LAFORET, 2008). De
uma maneira geral, sao frequentes em climas tropicais e subtropicais, comumente
implicados na deterioragao de alimentos (TANIWAKI & SILVA, 2001).

Aspergillus flavus e A. parasiticus compreendem duas das espécies mais

importantes do género, e sdo frequentemente detectados em sementes de
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amendoim. Apresentam colOnias tipicamente verdes e amarelas-oliva, ainda que
esporadicamente possam apresentar-se amarelas puras, tornando-se
acinzentadas com o passar tempo (PITT & HOCKING, 1997).

Os conidioforos de Aspergillus flavus e A. parasiticus surgem a partir de
hifas vegetativas septadas. As fialides podem surgir diretamente de uma vesicula
globosa (condigao unisseriada) ou a partir da métula que envolve a supérficie da
vesicula (condigao bisseriada). A vesicula, a métula quando presente, as fialides,
e as cadeias de conidios compreendem a cabeca conidial, que no A. parasiticus,
é predominantemente unisseriada, enquanto no A. flavus, a seriagdo é mais

variavel (KOKALIS-BURELLE et al., 1997).

Conidio

Fialide

Métula

Vesicula

Conidioforoou corpo
de frutificacao

Figura 1. Imagem de microscopia 6ptica de Aspergilius flavus.
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2.2 CONSERVANTES ANTIFUNGICOS

O &cido benzoico, o acido sorbico, a natamicina, o sulfeto de sédio e o
tiabendazol estdo entre os conservantes antifungicos mais empregados em
alimentos (NIELSEN & DE BOER, 2000). Entretanto, algumas espécies fungicas
apresentam resisténcia ao efeito preservativo do acido sorbico e, além disso,
podem metabolizar o conservante transformando-o em compostos que modificam

o sabor em alguns tipos de queijos (FILTENBORG et al., 1996).

3 MICOTOXINAS

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios resultantes do metabolismo
normal de alguns fungos filamentosos que proliferam em alimentos e ragbes
animais (BETINA, 1984). Estas auxiliam os fungos a serem mais competitivos
dentro de seu nicho ecoldgico, mas ndo sao necessarias para o crescimento e
desenvolvimento de todas as espécies fungicas (BUGNO, 2006).

O termo micotoxina deriva da palavra grega “mykes” que significa fungo e
“toxicum” que significa veneno ou toxina. Quando produzidos em associagdo com
alimentos, ragao 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,
sao produzidas por aproximadamente uma centena de fungos (DILKIN, 2002). Por
sua vez, sabe-se que mais de vinte sdo comumente encontradas em alimentos e

comprovadamente causam toxicidade a saude humana (GEISEN, 1998).
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De acordo com Mallozzi & Corréa, (1998), fatores como a composigao do
substrato, temperatura, teor de 4gua, umidade relativa do ar, atividade de agua e
linhagem do fungo contaminante, influenciam a produc&o de micotoxinas, sendo a
composicao do substrato e a umidade os mais importantes. A presenga do fungo
toxigénico no alimento n&o indica a presenca da micotoxina. Logo, torna-se
importante o conhecimento dos fatores que influenciam no crescimento do fungo
e a producado de micotoxinas para utilizacdo de métodos de controle (PARK &

BULLERMEN, 1983).
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1° artigo: artigo de resultados

SILVA, V. L. M.; CABRAL JUNIOR, C, R.; AMORIM, E. P. R.
CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM
QUEIJOS TIPO MANTEIGA PRODUZIDOS NO ESTADO DE ALAGOAS
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CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM
QUEIJOS TIPO MANTEIGA PRODUZIDOS NO ESTADO DE ALAGOAS

SILVA, V. L. M,; CABRAL JUNIOR, C, R.; AMORIM, E. P. R.

RESUMO

O leite constitui um excelente substrato que favorece o crescimento de fungos
patogénicos oportunistas. O grande potencial deste alimento € dar origem a
derivados, dentre os quais, os queijos tipo manteiga, que sao amplamente
consumidos na regiao Nordeste. Com base no exposto, o presente trabalho
teve como objetivo a caracterizagédo fisico-quimica e da microflora epifita
patogénica em queijos tipo manteiga, produzidos a partir de leite pasteurizado
de vacas. O estudo aconteceu entre os meses de abril a agosto de 2011. O
delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. Foram
coletadas amostras de aproximadamente 0,5 kg de cinco micro-usinas da
regidao da zona da mata e sertdo alagoano. Apenas uma marca nao possui
registro no Servigo de Inspecéo Federal ou Estadual. Uma marca possui o selo
do Servico de Inspecao Federal e outras trés marcas o selo do Servico de
Inspecao Estadual. As amostras das cinco marcas comerciais foram adquiridas
diretamente em estabelecimentos comerciais, acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel, transportadas para os Laboratorios de
Controle e Qualidade de Alimentos — FANUT/UFAL e de Fitopatologia, Centro
de Ciéncias Agrarias - CECA/UFAL, e mantidas em freezer a -18°C para
posteriores determinacbes analiticas. Foram analisadas 5 marcas, sendo 4
repeticbes de cada marca, compreendendo 4 diferentes lotes, totalizando 20
amostras. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Foram analisadas
as variaveis fisico-quimicas, tais como: (pH, umidade, gordura nos sodlidos
totais, gordura, proteinas, cinzas e cloretos) e andlises microbiologicas de
contagem do numero de unidades formadoras de colonias (UFC) e
identificacdo dos patdégenos nos queijos tipo manteiga. Os resultados
revelaram que das cinco marcas analisadas, trés apresentaram-se dentro dos
padroes estabelecidos pela Instrugdao Normativa n° 30 quanto ao teor de
umidade, porém, apenas duas atenderam os requisitos para o teor de gordura
nos solidos totais que deve variar entre 25% e 55%. A microbiota fungica
revelou que o género Aspergillus predominou em quatro marcas, sendo o
Aspergillus flavus o mais frequente, identificado em trés marcas. O género
Penicillium foi identificado em duas marcas com as espécies P. italicum e P.
viridicatum. O género Fusarium foi identificado apenas em uma marca com a
identificagdo da espécie F. semitectum. Outros géneros como Geotrichum,
Cladosporium, e Rhizopus também foram identificados.

PALAVRAS-CHAVE: Queijo de manteiga, Analise fisico-quimica, Aspergillus
flavus.
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ABSTRACT

The milk is an excellent substrate favors growth of opportunistic pathogenic
fungi. The great potential of this food Is to give origin to dairy products, among
which, the like-butter cheese, widely consumed in the Brazilian Northeast.
Based on that, this present study aimed to characterize the physicochemical
and pathogenic epiphytic microflora in like-butter cheese made from
pasteurized cow’s milk. The study took place from April and August 2011. The
experimental design was completely randomized. It was collected samples with
about 0.5 Kg from five micro processins plants in the region of the rainforest
and backwood area of Alagoas State. Only one brand is not registered in the
Federal Inspection service or State. A brand has the seal of the Federal
inspection service and three other brands the seal of the state Inspection
service. The five brands samples were acquired directly in shops, packed in
cool boxes containing ice packs, transported to the Laboratory Quality Control
and Food — FANUT/UFAL and Plant Phytopathology, Agricultural Science
Center — ECSC/UFAL, and maintained at — 18°C for further analytical
determinations. It was analyzed five brands, four replicates of each brand,
comprising four different lots, totaling twenty samples. All analyzes were
performed in triplicate. The physicochemical variables were analyzed (pH,
moisture, fat in total solids, fat, protein, ash and chlorides) and microbiological
count of the number of colony forming units (CFU) and identification of
pathogens in like-butther cheese. The results revealed that among the five
brands tested, three were within the standards established by Instruction No. 30
on the moisture content, but only two met the requirements for the level of fat in
total solids should vary between 25% and 55%. The fungal flora revealed that
the genus Aspergillus was predominant in four brands, Aspergillus flavus, the
most frequent, identified in three brands. The genus Penicillium was found in
two brands with the species P. italicum and P. viridicatum. The genus Fusarium
has been identified only in one brand with the identification of the species F.
semitectum. Other genres such as Geotrichum, Cladosporium and Rhizopus
were also identified.

KEY-WORDS: Like-butter cheese, Physicochemical analysis, Asperqillus
flavus.
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1. INTRODUGAO

No Brasil, a producao de leite aumentou cerca de 48% entre os anos de
1995 e 2005 (Programa de Estudos Dos Negécios do Sistema Agroindustrial —
PENSA, 2007). Cerca de 20 milhdes de litros de leite sdo produzidos aqui no
Brasil e 60% é destinada a fabricagdo de queijos, ilustrando a importancia
social e econdmica do produto (MONTEIRO; PIRES; ARAUJO, 2007).

O grande potencial deste alimento é a capacidade de dar origem a
subprodutos, dentre eles, destaca-se o queijo, rico em proteinas de alto valor
biolégico, minerais, vitaminas e oligoelementos, existindo mais de 1.000 tipos
em todo o mundo. Sao produzidos a partir de diferentes tipos de leites e
diferentes processamentos que lhe confere formas, texturas, odores e sabores
distintos (LACTEA BRASIL, 2006).

De acordo com a legislagcéo brasileira (BRASIL, 2001), entende-se por
queijo de manteiga o produto obtido mediante coagulagdo do leite com
emprego de acidos orgéanicos de grau alimenticio, cuja massa é submetida a
dessoragem, lavagem e fusdo, com acréscimo exclusivamente de manteiga de
garrafa ou manteiga da terra ou manteiga do sertdo. Sendo classificado como
um queijo com teor de gordura nos solidos totais variando entre 25% e 55%,
devendo apresentar um teor maximo de umidade de 54,9 % m/m.

No Nordeste do Brasil, praticamente, predomina a fabricagao de queijos
artesanais, do tipo Manteiga (AQUINO, 1983). Sendo um queijo de origem
brasileira e um dos mais consumidos na regidao Nordeste, também é conhecido
como requeijao do sertao, requeijao do nordeste e requeijao do norte. Esse tipo

de queijo tem sido uma das alternativas para aproveitamento de leite nas
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fazendas localizadas longe dos centros consumidores e laticinios. E um
produto de fabricacdo simples e valor nutritivo indiscutivel. No entanto, seu
processamento na maior parte dos casos, ainda ocorre artesanalmente
apresentando deficiéncias tecnologicas nas fases de fabricagdo, no
armazenamento e na distribuicdo (CAVALCANTE; COSTA, 2005).

Em relagdo ao queijo de manteiga, alguns problemas s&o citados
referentes a oxidagao lipidica e a contaminacdo microbiana, principalmente, no
que diz respeito ao desenvolvimento de bolores e leveduras como limitantes do
tempo de vida util do produto (FRANCO; ALMEIDA, 1992). Fungos de varias
espécies sao citados na literatura cientifica como agentes deteriorantes de
queijo (FRANCO; LANDGRAF; DESTRO, 1999). O crescimento de mofos nos
alimentos pode ocasionar algumas deteriora¢des, como pode-se citar a perda
de sabor, descoloracido, apodrecimento, producdo de micotoxinas e formagao
de esporos patogénicos (FILTENBORG; FRISVAD; THRANE, 1996).

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios resultantes do metabolismo
normal de alguns fungos filamentosos que proliferam em alimentos e ragdes
animais (BETINA, 1984). Devido ao seu potencial efeito toxico, a presenca de
micotoxinas em alimentos torna-se um grande perigo para a saude humana e
animal, causando significante impacto na economia pelas perdas geradas na
criacdo de animais e na producdo de alimentos por causarem deterioragdo
(VIVAN, 2002). Algumas micotoxinas estdo presentes apenas no mofo,
enquanto que a maioria é excretada para o alimento (FILTENBORG; FRISVAD;
THRANE, 1996).

Os principais géneros de fungos associados com a produgéo de

micotoxinas sao Aspergillus, Penicillium e Fusarium, e sao largamente
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distribuidos no ecossistema brasileiro (CORREA, 2000). Por sua vez, o género
Aspergillus ¢ um dos principais responsaveis nos casos de intoxicacdo por
micotoxinas (OGA, 1996). Os fungos produtores de micotoxinas, em geral, s6
sintetizam tipos particulares. Estas, somente sdo produzidas em condi¢des
adequadas de pH, temperatura, umidade e injuria mecanica no produto,
dependendo do tipo de substrato, somados aos fatores biolégicos, como a
susceptibilidade dos vegetais a infeccao fungica (PRIETA et al., 1994).

Estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e
microbiolégicas do queijo de manteiga sdo escassos. Alguns fatores como a
falta de padronizagcdo no processamento, precariedade das condigées
higiénico-sanitarias na fabricagao, comercializagao de queijos sem embalagens
e em temperatura ambiente, fraude por adicdo de amido e de 6leo vegetal em
substituicdo a manteiga de garrafa sdo alguns dos problemas assinalados por
ESCUDERO (1979), VENTURA (1987) e NASSU et al., (2003). Tais problemas
resultam em queijos com rancificagdo acelerada, perda de umidade, defeitos
de sabor e textura, comprometendo assim suas caracteristicas organolépticas.
(ALMEIDA, 2008).

Face ao exposto, objetivou-se com esse estudo a caracterizagao fisico-
quimica e avaliar a presenca de fungos filamentosos no queijo de manteiga

comercializado no estado de Alagoas.
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2. METODOS

2.1 Local

As amostras de queijo de manteiga foram adquiridas aleatoriamente
durante o periodo de abril a agosto de 2011, em estabelecimentos comerciais

do estado de Alagoas.

2.2 Material

Foram analisadas 5 marcas, sendo 4 repeticbes de cada marca,
compreendendo 4 diferentes lotes de cada fabricante, totalizando 20 amostras
coletadas. Apenas uma marca ndo possui registro no Servico de Inspecéo
Federal ou Estadual. Uma marca possui o selo do Servigo de Inspecao Federal
e outras trés marcas o selo do Servico de Inspecdo Estadual. As amostras ao
serem coletadas (aproximadamente 500g) foram identificadas, acondicionadas
em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e transportadas para o
Laboratorio de Controle e Qualidade de Alimentos da Universidade Federal de
Alagoas — UFAL e para o Laboratério de Fitopatologia, Centro de Ciéncias

Agrarias-CECA/UFAL.

2.3 Analises Fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com a

metodologia preconizada pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).
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2.3.1 Determinagao do pH

O pH do queijo foi determinado em triplicata, utilizando pH-metro,
previamente calibrado com as solucdes tampao pH 7,0 e pH 4,0 e um eletrodo

especifico para queijos conforme (IAL, 2008).

2.3.2 Determinacdo da Umidade

Consiste na secagem de uma aliquota da amostra, a uma temperatura
determinada (105°C), até massa constante e pesagem para determinagao da
perda de massa de umidade e volateis. Foram colocadas capsulas de
porcelana identificadas na estufa durante uma hora a temperatura de 105°C,
apoés esse periodo as capsulas foram transferidas para um dessecador.
Identificadas as capsulas, seguiu-se com a pesagem em balanga analitica.
Pesou-se cerca de 5g da amostra diretamente nas capsulas e em seguida, foi
levada a estufa a 105°C/4horas. Transcorridos as 4 horas, as capsulas foram
transferidas para o dessecador para posterior pesagem. Para a obtencao de
gordura nos sélidos totais (GST), realizou-se o calculo com a seguinte férmula:

% sélidos totais = 100 - % umidade (IAL, 2008).

2.3.3 Determinagao da Gordura

A gordura foi determinada pelo método de Gerber - Van Gulik, que se
fundamenta no ataque seletivo da matéria organica por meio do acido sulfurico,
exceto a gordura, que € separada por centrifugagédo, auxiliada pelo alcool

isoamilico (IAL, 2008).
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2.3.4 Determinagao de Proteina

As amostras foram analisadas quanto ao teor de proteina segundo o
método de Kjeldahl, que consiste na determinagdo do nitrogénio total das
amostras. No processo de digestdo da amostra, em decorréncia da agéo do
acido sulfarico, o carbono é liberado como gas carbénico e o hidrogénio como
agua. O nitrogénio é transformado em NHj; e fixado sob a forma de sal
amoniacal (sulfato de aménia). Na destilagdo, a solugdo concentrada de
hidréxido, libera a aménia que é destilada e recebida em uma solu¢éo de acido
bdrico, de titulo conhecido, com indicador adequado e em seguida, titulado com
solugao acida. O fator de conversao utilizado para a obtencéo de proteinas em
porcentagem foi 6,38, o qual se multiplica pelo valor de nitrogénio total

(LANARA, 1981).

2.3.5 Determinacgao das Cinzas

Foi determinada pela eliminagdo da matéria organica, sendo o produto
incinerado a temperatura de 550°C/4 horas em estufa tipo mufla. O produto

obtido denomina-se residuo mineral fixo (IAL, 2008).

2.3.6 Determinagao de Cloretos

Foram determinados a partir das cinzas. Os cloretos sao precipitados
sob a forma de cloreto de prata, em pH levemente alcalino em presencga do
cromato de potassio usado como indicador. O final da titulagao é visualizado

pela formagéao do precipitado vermelho tijolo de cromato de prata (IAL, 2008).
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2.4 Analises Microbiologicas
2.4.1 Local

As amostras de queijo de manteiga foram adquiridas aleatoriamente
durante o periodo de abril a agosto de 2011, em estabelecimentos comerciais
do estado de Alagoas. As amostras ao serem coletadas (aproximadamente
500g) foram identificadas, acondicionadas caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel e transportadas para o laboratério de microbiologia de alimentos da

Universidade Federal de Alagoas - UFAL.

2.4.2 Preparo da amostra

Para essa analise, foram retiradas amostras dos queijos, de varias
partes dos mesmos, de maneira a se obter uma amostragem uniforme. Pesou-
se 25g da amostra em saco de Stomacher e adicionou-se 225mL de agua

peptonada.

2.4.3 Determinacao microbiolégica
Foi realizada determinagcédo de bolores de acordo com Compendium of

methods for the microbiological examination of foods (1992).

2.4.4 Identificacao e isolamento dos fungos

A identificacdo de fungos foi realizada de acordo com o método descrito
no Compendium of methods for the microbiological examination of foods
(1992), sendo utilizado o método de contagem padrdo em placas. As amostras
foram semeadas em meio Agar DRBC (Dicloran Rosa de Bengala

Cloranfenicol).
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O DRBC contém cloranfenicol, que inibiu o crescimento de bactérias,
além de dicloran e rosa bengala, que restringiu o espalhamento das colbénias
dos fungos (SILVA et al, 2007). Foram preparadas diluicdes de 10" até 10°
com o meio DRBC. As placas foram incubadas em temperatura ambiente (+
25°C) durante sete dias.

Apds crescimento, as colbnias foram selecionadas para preparo de
ldaminas para posterior visualizagdo em microscopia direta, utilizando-se agua
destilada e/ou azul de metileno, como corante. Desta forma, podem-se
observar as estruturas morfolégicas dos fungos. Os fragmentos também foram
observados sob microscopia direta e as estruturas comparadas com as
descritas em publicacado especializada. Os fungos foram identificados em nivel
de género e espécie, com base nas chaves de Barnett & Hunter (1987), Pitt
(1985), Rappe & Femel (1977). As amostras que nao foram identificadas foram

selecionadas para a realizacdo de microculturas.

2.4.5 Caracteristicas morfolégicas das estruturas apés microculturas

Os fungos néo identificados no primeiro momento foram caracterizados
morfologicamente apds a realizagdo de microculturas, que consiste em 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 o auxilio de uma alca de platina, pequenos fragmentos de
crescimento fungico foram inoculados em quatro pontos laterais de um bloco
de meio Agar DRBC (+1cm?), previamente colocado sobre a lamina, cobrindo-

se em seguida com a laminula. O papel de filtro foi umedecido com agua
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destilada esterilizada, incubando-se as microculturas em temperatura ambiente
(x25°C), por 48 - 72 horas. Apds este periodo procedeu-se a retirada da
laminula com o auxilio de uma ping¢a, colocando-a sobre uma lamina, contendo
o corante azul de metileno e/ou agua destilada e as estruturas formadas,

observada ao microscopio éptico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlises fisico-quimicas

Os resultados das analises fisico-quimicas dos queijos de manteiga

estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados das analises fisico-quimicas do queijo de manteiga.

Determinacao A B C D E
pH 5,47 5,34 5,20 4,92 5,09
Gordura (%) 29,19 32,15 17,19 13,00 22,42
Umidade (%) 35,38 25,13 45,82 47,89 41,96
GST (%) 64,62 74,87 54,18 52,11 58,04
Proteinas (%) 21,80 21,53 25,72 30,86 25,98
Cinzas (%) 2,29 2,23 2,07 2,47 2,03
Cloretos (%) 0,82 1,33 0,80 1,14 0,85

GST= Gordura nos Solidos Totais

Conforme o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade (BRASIL,
2001), o queijo de manteiga é classificado como um queijo com teor de gordura
nos solidos totais variando entre 25% e 55%, quanto ao teor de umidade, como
Queijo de Média até Alta Umidade, devendo, dessa forma, apresentar um teor
maximo de umidade de 54,9% m/m. De acordo com a Tabela 1, é possivel
verificar que apenas as amostras C e D estdo dentro dos padroes

estabelecidos quanto ao teor de gordura nos solidos totais. Referente ao teor
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de umidade, todas as amostras encontram-se dentro dos padrbes
estabelecidos pela Instrugdo Normativa n° 30, de 26 de junho de 2001.

Jassen-escudero & Rodriguez-amaya (1981) e Nassu et al., (2003),
estudaram a composi¢do quimica do queijo de manteiga e mostraram que a
variagcdo € grande, principalmente para umidade e gordura. Os autores
supracitados encontraram valores de umidade de com variagdo de 42,2 a
50,8% e 39,57 a 64,97%, respectivamente. Tais resultados quando
confrontados com os achados no presente estudo, aproximam-se dos valores
obtidos nas marcas A, C, D e E, que variaram entre 35,38 a 47,89%. A marca B
evidencia-se devido ao resultado 25,13%, abaixo das demais. Ja Escudero
(1979), encontrou a seguinte variagdo na umidade, 49,92 a 53,70 % que
superam os valores encontrados neste estudo.

Com relagéo ao teor de gordura, Jassen-Escudero & Rodriguez-Amaya
(1981), encontraram valores de 11,5 a 16,6%, e enquanto Nassu et al., (2003),
encontraram valores que variaram de 11,57 a 33,67%. Isto foi atribuido a
variacdo da quantidade de manteiga de garrafa adicionada no processamento
desse queijo. Estes valores aproximam-se aos obtidos no presente estudo,
com variacao entre 13 a 32,15%.

Observou-se também que a adigao de sal ndo era padronizada entre as
amostras de Nassu et al., (2003) e Jassen-Escudero & Rodriguez-Amaya
(1981), variando entre 0,71 a 1,95% e 1,47 a 2,00%, respectivamente.
Semelhantemente a variagao 0,80 a 1,33% encontradas neste estudo.

Escudero (1979) encontrou valores de cinzas que superaram aos

achados do presente estudo, com variagéo de 2,48 a 3,46%, enquanto que no
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atual estudo a variacdo encontrada foi de 2,03 a 2,47%. Diferentemente da
disparidade nos valores que Nassu et al., (2009) encontraram, 1,79 a 3,20%.

Em outro estudo, Guerra (1995) encontrou valores de pH entre 5,9 e 6,0
para as amostras analisadas. Enquanto que Nassu et al., (2009), encontrou
uma variagdo de pH de 5,47 a 6,19%. Por sua vez, tais resultados sao
superiores aos achados nesse estudo, 4,92 a 5,47%.

Nassu et al., (2009) também analisou o teor de proteinas e gordura nos
soélidos totais (GST), e os valores variaram de 19,87 a 27,74% e 15,59 a
45,95%, respectivamente. Estes valores aproximam-se aos do presente
estudo, que variou de 21,53 a 30,86% para proteinas, porém em contrapartida,
diferencia-se quanto ao (GST) que obteve valores de 52,11 a 74,87%. As
divergéncias de valores encontrados nesses estudos sugerem a falta de

padronizagao no processamento do queijo de manteiga.
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3.2 Isolamento de fungos
Na Tabela 2, os resultados obtidos nesse estudo permitem observar a

grande variedade de géneros e espécies de fungos nas amostras analisadas.

Tabela 2. Resultados das analises de bolores e identificagdo fungica do queijo
de manteiga.

Marcas UFC/g Espécies fungicas

Aspergillus flavus, Geotrichum

5
28x10 sp, Penicillium italicum
B 1.5 x 10* A. flavus, Cladosporium sp
C 3,1 x 10° N/
Aspergillus sp, Fusarium
D 2.0 x 10° semitectum, Geotrichum sp,
P. viridicatum, Rhizopus sp
E 11x10° A. flavus, Geotrichum sp

UFC/g= Unidade Formadoras de Col6nias por grama
N/I — N&o identificado

Conforme a Tabela 2, os resultados obtidos na contagem de bolores
variaram de 3,1 x 10® a 2,0 x 10° UFC/g. Tais valores, sdo superiores aos
achados por GARCIA et al., (2009), que obtiveram resultados que variaram de
2,5x 10° a 2,8 x 10* UFC/g. Entretanto, menores que os achados por Feitosa
et al. (2003), que encontraram valores para a contagem de bolores entre 1,5 x
10* 2 2,8 x 108 UFC/g nas amostras de queijo de manteiga. No presente
estudo, a contagem elevada de bolores em todas as marcas, sugere um

processamento sob condicbes higi€nicas insatisfatérias, diminuindo a
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qualidade e a vida de prateleira do produto, uma vez que bolores e leveduras
sao potenciais deteriorantes de derivados lacticos.

Foi observado microscopicamente que as cinco marcas estavam
contaminadas por fungos, no entanto, apenas uma marca n&o foi possivel ser
realizada a identificagdo. Entre as espécies de fungos isoladas, Aspergillus
flavus predominou em todas as amostras que houve contaminagcdo. Em um
estudo realizado por Viana et al., (2009), também encontraram Aspergillus
flavus, todavia, entre as espécies de fungos isoladas, Penicillium citrinum foi a
espécie identificada com maior frequéncia nos queijos seguido de Penicillium
paxilli. Ja no presente trabalho, género Penicillium esteve presente nas marcas
A e D com as espécies identificadas Penicillium italicum e P. viridicatum
respectivamente.

Viana et al.,, (2009) também encontraram Fusarium oxysporum,
enquanto que neste trabalho, a espécie Fusarium semitectum foi identificado
apenas na marca D. O género Geotrichum foi identificado nas marcas A, D e E.
Ja os géneros Cladosporium e Rhizopus foram identificados apenas em uma

marca, sendo elas respectivamente, B e D.



40

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados fisico-quimicos obtidos nesse estudo, pode-se
concluir que os queijos de manteiga apresentam variabilidade de
caracteristicas. Somente duas marcas apresentam totalmente niveis plausiveis
quanto aos padrbes estabelecidos pela legislagao vigente.

A contagem de bolores apresentou valores elevados de UFC/g nas cinco
marcas pesquisadas. Observou-se, além disso, a predominancia da espécie
fangica Aspergillus flavus em trés marcas. Dessa maneira, tais resultados
corroboram a necessidade de implementar um sistema de boas praticas de

fabricacdo nas industrias de laticinios.
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Baseado nos dados concernentes as caracteristicas fisico-quimicas, o
queijo de manteiga do estado de Alagoas ndo apresenta uma padronizacgao,
sobretudo na metodologia do processamento. Com relagdo aos resultados das
analises microbioldgicas, torna-se importante definir estratégias de agbes com
vistas as adequacbes das unidades produtoras e dos manipuladores com a
implementacdo de APPCC e BPF, para dessa maneira alcangar niveis de
qualidade mais seguros e que atendam padrdes legais.

Essas informacdes sao importantes na perspectiva da criagcdo de uma
normatizagcao do queijo de manteiga. Contudo, se faz necessario que mais

pesquisas sejam realizadas.
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