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RESUMO

O queijo ralado e o requeijdo sdo produtos lacteos bastante consumidos
pela populacdo brasileira. Por isso, a qualidade microbioldgica e toxicolégica
destes produtos é de grande importancia. De maneira geral, na producdo e no
processamento destes produtos lacteos podem ocorrer contaminagdes
provenientes da matéria-prima, de contaminages cruzadas, de falhas da
higienizacdo de equipamentos e manipuladores, do ambiente de producgdo e por
falhas no armazenamento. Os contaminantes mais frequentes sdo as
enterobactérias, os Staphylococcus e os fungos filamentosos, que podem colocar
em risco a seguranca dos produtos. Também pode haver a presenca da aflatoxina
My , que é proveniente da metabolizacdo da aflatoxina B;. Neste trabalho foram
avaliadas 22 amostras de queijo ralado e 13 de requeijdo. As analises
microbioldgicas foram feitas em triplicatas e por diluicdo seriada. Para a
contagem de Staphylococcus spp. foi utilizado meio Baird-Parker (BP), violet
red bile agar glucose (VRBG) para enterobactérias, e Dichloran Glicerol-18
(DG-18) em queijo ralado e dichloran rose bengal chloramphenicol (DRBC) em
requeijdo, para fungos filamentosos. A quantificacdo da AFM; foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). No queijo ralado, 32% das
amostras apresentaram contaminacdo por Staphylococcus spp., 36% para
Enterobactérias e 77% para fungos filamentosos; no requeijdo, apenas uma das
amostras foi contaminada com enterobactérias e uma com Staphylococcus spp.,
apresentando auséncia de fungos filamentosos. Aflatoxina M; ndo foi detectada
em nenhuma amostra de requeijdo, porém, o queijo ralado apresentou
contaminacdo em 16 amostras, em concentragdes que variaram de ndo detectavel
a 244,6 ng kg*. Estes resultados indicam que as amostras de queijo ralado,
principalmente em relacdo a presenca de fungos filamentosos e AFM;, podem
representar risco a saude do consumidor. Porém, o requeijdo demonstrou um
bom padrédo de qualidade, em todos os itens avaliados.

Palavras-chave: Queijo Ralado. Requeijdo. Aflatoxina M;. Qualidade
Microbioldgica.



ABSTRACT

The grated and creamy cheese are dairy products widely consumed by
Brazilian population. Therefore, the toxicological and microbiological quality of
these products is of great importance. In general, the production and processing
of dairy products contamination may occur by raw material, by cross
contamination, failure on the sanitation of equipment and manipulators, through
production environment and by failures in storage. The most frequent
contaminants are Enterobacteriaceae, Staphylococcus and fungi. There still may
be the presence of Aflatoxin M1, which is derived from the metabolism of
Aflatoxin B1. In this study 22 samples of grated cheese and 13 samples of
creamy cheese had been evaluated. The grated cheese has been contaminated by
Staphylooccocus in 7 samples, reaching 105 UFC g-1, and the creamy cheese
contamination was detected in only one sample. To Enterobacteria analisys on
grated cheese showed counts ranging from < 5 to 104 UFC g-1, and creamy
cheese showed only one contaminated sample with 105 UFC g-1. As for the
filamentend fungus, grated cheese had counts up to 104 UFC g-1, and was
absent in samples of creamy cheese. Aflatoxin M1 was not detected in any
sample of creamy cheese, but grated cheese showed concentrations ranging from
undetectable to 244,6 ng Kg-1.

Keywords: Grated Cheese. Cheese. Aflatoxin M1. Microbiological Quality.
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CAPITULO 1

Contaminacéo de queijo ralado e requeijdo, por microrganismos

patogénicos, deterioradores e aflatoxina M;

1 INTRODUCAO GERAL

A qualidade e a seguranca dos alimentos constituem preocupacdes do
consumidor atual. O consumo de alimentos contaminados causadores de
diversas patologias ao ser humano é, hoje, um dos principais problemas de salde
publica. Os consumidores esperam que 0s alimentos sejam apeteciveis,
nutritivos e, a0 mesmo tempo, seguros. Este Gltimo aspecto significa que os
alimentos consumidos ndo podem colocar em risco a salde e o bem-estar do
consumidor.

A contaminacdo microbiol6gica na industria de alimentos representa um
sério perigo para a salde do consumidor e acarreta grandes prejuizos
econdmicos. Os laticinios, devido a propria matéria-prima que utilizam e ao alto
teor de umidade nos locais de producdo, sdo particularmente suscetiveis a essa
contaminacdo. Alguns microrganismos, como os da familia Enterobacteriaceae,
do género Staphylococcus, e alguns fungos filamentosos sdo de presenca
constante nestes produtos e podem transmitir doencas aos consumidores ou
reduzir o seu tempo de prateleira. Além de microrganismos, os produtos lacteos
também podem apresentar contaminagdes com micotoxinas, que sdo metabolitos
secundarios produzidas por fungos filamentosos, que sdo tdxicos ao homem e
aos animais. A proveniéncia das micotoxinas associa-se, principalmente, a sua
existéncia nos graos e cereais (provenientes da contaminagdo por fungos) que
estdo na base da alimentacdo do animal, passando, posteriormente, para o leite,

na forma de aflatoxina M.
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As contaminagdes por microrganismos patogénicos ou deterioradores
estdo relacionadas as falhas na producdo, na manipulacdo e no processamento,
além da ma higienizacdo de equipamentos. A prevencdo dessas contaminacdes
pode ser feita buscando uma menor contaminacao inicial do leite, realizando a
implementacdo de boas préaticas de fabricacdo ou, quando esse sistema ja estiver
implementado, realizando novos cursos para a capacitacdo dos profissionais. A
prevencdo da aflatoxina M, associa-se, principalmente, a uma selecdo cuidadosa
da alimentagdo dos animais € a um bom acondicionamento e armazenamento
dos mesmos.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de descrever os principais
contaminantes presentes no queijo ralado e no requeijdo, avaliando a presenca de
Staphylococcus spp., enterobacterias e fungos filamentosos, e a contaminagéo

por aflatoxina M.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Contaminacao microbioldgica de produtos lacteos

O interesse pela qualidade dos alimentos tem aumentado
consideravelmente, sobretudo no que diz respeito aos perigos associados a
contaminantes e metabdlitos. A qualidade microbiol6gica do queijo é de
primordial importancia, por estar relacionado a salde publica (FERNANDES;
ANDREATTA,; OLIVEIRA, 2006).

Considerando que o leite é a principal matéria-prima do queijo, aumenta
a preocupagdo com o produto. O leite é considerado o alimento mais complexo
para o consumo humano, pois tem alto valor biol6gico, uma vez que sdo
compostos de carboidratos, proteinas, vitaminas e sais minerais. E largamente
utilizado para o preparo de derivados, 0s quais mantém em sua composicao
praticamente todos 0s componentes nutritivos do leite. Para o preparo desses
derivados, a matéria-prima deve ser obtida em condic6es higiénico-sanitarias
ideais e ser resfriado logo apds a sua obtengdo, pois 0s elementos contidos no
leite formam um excelente substrato para o crescimento de microrganismos,
afetando a qualidade do produto final (ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2008).

Segundo Aradjo et al. (2001), o queijo é uma das formas mais antigas de
conservacao do leite, tendo surgido praticamente com a domesticacdo de
animais leiteiros. E um produto apreciado tanto pelo valor nutritivo como pelo
sabor que atende aos paladares mais exigentes. Tem ampla aceitacdo comercial e
faz parte do héabito alimentar da populacdo, na maioria das regides do pais
(LEITE; LIMA; REIS, 2005).

A qualidade dos produtos lacteos incentiva a aceitacdo e a demanda
pelos consumidores. Apesar das exigéncias de que o leite destinado a fabricacdo

de queijos seja higienizado por meios mecanicos adequados e submetidos a
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pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente, é intensa a comercializacdo
dos queijos fora dessas especificacdes. Além disso, a contaminacdo pos-
pasteurizacdo, a utilizacdo de temperaturas inadequadas e incorretas condicGes
de manufatura e armazenagem contribuem, também de forma efetiva, para a ma
qualidade do produto final (ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2008).

No estudo da microbiologia do leite e derivados, um aspecto é
fundamental: impedir a veiculacdo de patdégenos por meio do leite e derivados
lacteos, numa acdo de salde publica. A contaminacdo microbiana desses
produtos assume destacada relevancia, tanto para a industria, devido as perdas
econbmicas, como para a salde puUblica, pelo risco de causar doencgas
transmitidas por alimentos (FEITOSA et al., 2003), além de comprometer suas
caracteristicas sensoriais, bem como torna-lo impréprio para 0 consumo, em
virtude da contaminag&o por microrganismos (ARAUJO et al., 2001).

O queijo apresenta varios pontos criticos durante a fabricacdo, com
varios processos envolvidos, como pasteurizagdo do leite, coagulagdo, corte do
coagulo, dessoragem, enformagem, salga, maturagdo (quando necessario) e
embalagem, que podem conduzir a alteracdes e até a recontaminacdo no produto
final (BALBANI; BUTUGAN, 2001; ROSA; PORTO; SPOTO, 2005).

Dentre 0s microrganismos constantemente presentes em produtos
lacteos que oferecem risco a salude dos consumidores destacam-se as
enterobactérias, que incluem os géneros Salmonella, Shigella, E. coli e Yersinia,
entre outros, e o Staphylococcus spp. J& os fungos filamentosos sdo os principais
deterioradores desses produtos. A presencga desses microrganismos pode indicar
riscos de infeccOes e/ou intoxicacBes alimentares, baixas condi¢des higiénicas de
producdo ou processamento inadequado e matéria-prima de baixa qualidade.
Esses microrganismos podem ser provenientes da matéria prima, do ar, do solo,
do processamento do produto, das instalagdes, dos equipamentos e/ou dos
manipuladores (FERNANDES; ANDREATTA,; OLIVEIRA, 2006).
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2.1.2 Microrganismos indicadores

Os microrganismos indicadores sdo utilizados para avaliar a qualidade
microbioldgica dos alimentos e também apontam riscos de contaminacdes de
origem fecal, provavel presenga de patdégenos ou deterioragdo potencial do
alimento e indicacdes relevantes sobre as condicBes higiénico-sanitarias no
processamento, na producdo e no armazenamento (CARDOSO; ARAUJO,
2004).

Um indicador de seguranca deve apresentar certas caracteristicas
importantes, tais como: ser facil e rapidamente detectavel; ser facilmente
distinguivel de outros membros da microbiota do alimento; ter um histérico de
frequente associacdo com o patdégeno cuja presenca deve indicar; estar presente
guando o patégeno de interesse estiver; ser um microrganismo cujos ndmeros
idealmente estejam correlacionados com as contagens do patdgeno de interesse;
possuir necessidades e taxa de crescimento equivalentes as do patdgeno; ter uma
taxa de morte ao menos paralela a do patdgeno e, de preferéncia, sobreviver um
pouco mais do que ele e estar ausente em alimentos que estdo livres de
patdégenos, com excecao, talvez de nimeros minimos. Esses critérios aplicam-se
a muitos, sendo a todos, alimentos que podem ser veiculos de patégenos de
origem alimentar, indiferentemente da origem do alimento (FORSYTHE, 2002;
JAY, 2005).

Indicadores sanitérios foram historicamente utilizados para detectar
contaminacéo fecal de origem direta ou indireta. O primeiro indicador fecal foi
Escherichia coli. Quando o conceito de indicadores fecais foi aplicado aos
alimentos, alguns critérios adicionais foram salientados. De forma ideal, a
bactéria selecionada deve demonstrar especificidade, ocorrendo apenas em
ambientes intestinais; os microrganismos indicadores devem ocorrer em altas

concentragOes nas fezes e devem ser encontrados em altas dilui¢Oes; eles devem
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apresentar alta resisténcia aos ambientes extraentéricos, assim como a poluicéo,
em que estdo sendo analisados e devem permitir uma deteccdo relativamente
facil e rapida, mesmo quando presentes em quantidades muito baixas. Os
microrganismos indicadores usualmente utilizados sdo: coliformes, E. coli,
enterobactérias e estreptococos fecais (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005). Os
coliformes termotolerantes, também chamados de coliformes a 45°C ou
coliformes de origem fecal, sdo bacilos gram-negativos, aerobios ou anaerébios
facultativos, ndo esporogénicos, oxidase-negativos, que fermentam lactose com
producdo de gas a 44,5°-45,5°C, em 24 a 48 horas (CONTE et al., 2004).

Dentre os microrganismos indicadores mais relevantes estdo os que
pertencem a familia Enterobacteriaceae, que tém importancia ndo somente por
indicar contaminacao fecal, mas também por estarem geralmente implicados em
processos infecciosos, demonstrando, ainda, um grau consideravel de deficiéncia
higiénico-sanitéria na elaboragdo do produto (HOFFMANN et al., 2004).

2.1.2.1 Enterobactérias

As enterobactérias estdo comumente presentes no intestino animal e
humano, podendo existir também no solo e na dgua e muitas espécies podem
causar doencgas. Os principais géneros da familia das Enterobactereaceas sdo:
Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Morganella, Yersinia,
Enterobacter, Citrobacter e Serratia (YAZICI et al., 2004). Esses
microrganismos S&o caracterizados por serem bastonetes, gram-negativos,
fermentadores de glicose com producéo de &cido e gas, aeréhbios ou anaerébios
facultativos, ndo esporulados, e por reduzirem nitrato a nitrito e serem oxidase
negativos (FRANCO; LANDGRAF, 2005; PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996).

A contaminacdo do leite e de produtos lacteos por estes microrganismos

causa muitos prejuizos. Pode ocorrer a deterioracdo por acidificacdo, gerando
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perdas nas plataformas de recepcdo do leite nas industrias (leite acido) e pode
ocorrer a contaminacao do leite ja pasteurizado e, consequentemente, havera a
contaminacdo dos seus derivados; em queijos, essas contaminacGes podem
causar o estufamento e a formacdo do queijo “rendado” e/ou quebradigo
(FURTADO, 1999). A presenga de enterobactérias no leite comprova
contaminacgdo externa, pois estes microrganismos ndo fazem parte da microbiota
do leite. Com isso, sua contagem pode servir para avaliar o grau higiénico-
sanitério do leite ou de seus derivados (TRONCO, 1997).

2.1.3 Staphylococcus spp.

Os estafilococos foram observados, inicialmente, por Kock, em 1878, a
partir de material purulento e, em 1881, houve a primeira publicacéo citando a
forma de cocos e a presenca constante desses microrganismos em abcessos
agudos e crénicos. A relacdo desses microrganismos com surtos de intoxicagédo
alimentar sé ocorreu em 1884, quando se associou ao consumo de queijo tipo
cheddar contaminado com estafilococos (PEREIRA; CARMO; PEREIRA,
2001).

Os estafilococos sdo microrganismos meso6filos com temperatura de
crescimento entre 7° e 47,8°C e podem produzir enterotoxinas termorresistentes
a temperaturas entre 10° e 46°C, com temperatura 6tima entre 40° e 45°C. O pH
ideal para o seu desenvolvimento varia entre 7 a 7,5, mas é possivel a
multiplicacdo em alimentos com pH variando entre 4,2 e 9,3. Este grupo de
microrganismos ainda tem a capacidade de sobreviver e se multiplicar em uma
concentracdo de cloreto de sodio de até 15% e a producdo de enterotoxina
acontece em concentragdes de sal de até 10%, o que faz com que os alimentos
curados tambhém sejam veiculos potenciais de intoxicagdo. Quanto a atividade de

agua (aw), os estafilococos sdo Unicos em sua capacidade de se multiplicarem
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em alimentos com valores de atividade de agua inferiores ao normalmente
considerados minimos para outras bactérias haléfilas. O valor minimo de aw é
0,86, apesar de ja ter sido relatada a multiplicacdo desses microrganismos em
alimentos com aw de 0,83 (FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY, 2005). Por sua
capacidade de crescer em altas concentragdes de sal e baixa atividade de agua, o
Staphylococcus tem grandes chances de se multiplicar em um queijo com
caracteristicas como as do queijo ralado, com baixa atividade de agua e alta
concentracdo de cloretos.

A contaminacdo dos alimentos por Staphylococcus enterotoxigénicos
coagulase positiva e negativa representa problema de salde publica, devido ao
risco de causar intoxicacdo alimentar. A intoxicacdo estafilococica constitui a
causa mais frequente de surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA) em
muitos paises e ocorre apos a ingestdo de alimentos contendo enterotoxinas. Os
sintomas dessa enfermidade incluem nauseas, vémitos, dor abdominal e diarreia.
Dor de cabeca e queda da pressdo arterial também podem ocorrer.

Algumas cepas de espécies desse género, quando presentes em
populacdes elevadas (>10° UFC/mL ou g) e sob condicdes adequadas
(temperatura, pH, atividade de agua e O,), produzem uma ou mais enterotoxinas
estafilococicas nos alimentos (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000). Entre
os alimentos envolvidos em surtos e casos de intoxicacdo e infecgdo
estafilocAcica destacam-se o leite cru, o leite pasteurizado e 0s queijos, como os
produtos lacteos mais incriminados, sendo S. aureus o microrganismo mais
frequente nas investigacGes epidemioldgicas (IKEDA et al., 2005).

Em todo o mundo, muitos estudos referentes a contaminacdo de
produtos lacteos por Staphylococcus spp. e suas toxinas sdo realizados. No
Brasil, no trabalho realizado por Komatsu et al. (2010), foram avaliadas 50
amostras de queijo minas frescal comercializado em Uberlandia, MG e os

resultados obtidos demonstraram que 88% das amostras avaliadas estavam fora
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do padrdo estabelecido pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2001). Pietrowski et
al. (2008) avaliaram 16 amostras de queijo tipo mussarela do mercado de Ponta
Grossa e encontraram trés amostras fora dos padrbes estabelecidos pela
legislacdo brasileira. J& Borges et al. (2008), avaliando o perfil de contaminacédo
por Staphylococcus e suas enterotoxinas e monitorando as condic¢fes de higiene
em uma linha de producédo de queijo de coalho, encontraram uma populacdo de
Staphylococcus spp. que variou de <ITUFC mL™ no leite pasteurizado a 1,5 x 10’
mL™ no leite cru e, para o produto final, a variacio foi de <10" UFC mL" a 2,6
x 10* UFC mL™

O grupo de bactérias estafilococos encontra-se largamente distribuido no
meio ambiente e tem como principal habitat a pele, as glandulas e as membranas
mucosas e 0 trato intestinal do homem e dos animais. A presenca de
Staphylococcus spp. em alimentos sugere uma provavel participacdo de
manipuladores portadores desse microrganismo (BALABAN; RASOOLY,
2000). A contaminagdo dos alimentos pode sugerir condi¢cBes de manipulagéo
inadequadas e deficientes de limpeza e desinfeccdo (BORGES et al., 2008).

2.1.4 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sdo importantes indicadores de eficiéncia de
praticas de sanitizagdo de equipamentos e utensilios durante a producdo e o
beneficiamento de alimentos. Além disso, os fungos podem, ainda, representar
perigo para a salde humana, ja que tém capacidade de produzir micotoxinas, que
sdo metabolitos toxicos que podem causar reacdes alérgicas, infeccdes e pelo
fato de alguns serem carcinogénicos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Os fungos desempenham um importante papel na industria de produtos
lacteos, pois eles podem promover deterioracdo ou, entdo, desencadear

fermentagdo e/ou maturagdo desejaveis aos derivados do leite. Por outro lado,
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pouco se conhece sobre a importancia, do ponto de vista de salde publica, da
presenca destes microrganismos em produtos lacteos. Diversos fungos podem
estar associados a doencas infecciosas no ser humano e animais, enquanto outros
podem produzir metabdlitos toxicos (micotoxinas) quando estdo se
multiplicando nos alimentos e, quando ingeridos, podem acarretar diferentes
afeccdes (MINERVINI et al., 2001).

Os fungos deterioradores, geralmente, ndo sdo patogénicos, mas podem
atuar como patdgenos oportunistas. Quando o paciente apresenta algum tipo de
debilitacdo, esses microrganismos podem se multiplicar e causar doencgas. Os
principais géneros de fungos filamentosos envolvidos na deterioracdo de queijos
pertencem aos géneros Mucor spp., Cladosporium spp., Penicillium spp.,
Fusarium spp., Geotrichum spp., Aspergillus spp. e Moniliella sp. (FLEET,
1992; ROHM; ELISKASES-LECHNER; BRAUER, 1992; TORKAR;
VENGUST, 2008). Em um trabalho realizado por Pimentel et al. (2002), em
uma das 16 amostras de queijo ralado analisadas foram encontrados 10° UFCg™,
sendo, possivelmente, justificada pela alta umidade do produto (acima de 20%).
No trabalho de Torkar e Vengust (2008), foram analisadas 60 amostras de leite
cru e 40 de diferentes tipos de queijo. Em 63,3% das amostras de leite foram
encontrados fungos filamentosos em concentracdo média de 0,7 logi UFCg'l e,
nos queijos, a concentracdo encontrada variou de <1 a 5,9 log;o UFC g™, em
60% das amostras. A presenca de fungos filamentosos indica que o produto pode
estar em fase de deterioracdo, mesmo que esta possa ndo ser visivel, reduzindo

seu tempo de prateleira.

2.2 Fungos produtores de micotoxinas

O desenvolvimento de fungos em alimentos ndo implica

necessariamente na presenca de micotoxinas, mesmo tratando-se de um género
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potencialmente toxigénico. Porém, hd um risco implicito e que deve ser
afastado. Também é importante esclarecer que a auséncia de sinais aparentes de
contaminacdo por fungos ndo significa que o alimento encontra-se livre de
toxinas, ja que elas podem permanecer no produto, mesmo depois do
desaparecimento dos fungos responsaveis por sua producao.

Muitos dos fungos toxigénicos sdo onipresentes e, em alguns casos,
aparentemente, tém uma forte ligacdo ecoldgica com fontes de alimentacdo
humana. A microbiota natural de fungos existentes em conjunto com a producao
de alimentos ¢é formada, principalmente, por trés géneros: Aspergillus, Fusarium
e Pencillium. As espécies do género Fusarium sdo fitopatdgenos de culturas de
cereais e produzem micotoxinas antes ou imediatamente ap6s a colheita, e certas
espécies de Aspergillus e Penicillium também sdo patégenos de plantas ou
comensais, mas esses géneros estdo mais comumente associados ao processo de

secagem e armazenamento (PITT, 2000).

2.3 Micotoxinas

A contaminacdo de alimentos por micotoxinas representa perdas
econdmicas bastante significativas, além de representar riscos a salde humana e
animal (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

As micotoxinas compreendem um conjunto complexo de substancias
toxicas produzidas por fungos, diferenciando-se das toxinas bacterianas por nao
terem natureza proteica nem serem imunogénicas. Os problemas provocados
pelas micotoxinas sdao muito antigos. Sao metabolitos secundarios de algumas
espécies de fungos, capazes de produzir efeitos toxicos em animais e no homem,
dependendo dos niveis de consumo (BULLERMAN; SCHOEREDER; PARK,
1984).
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O termo micotoxina é resultante das palavras grega “mykes”, que
significa fungo e “toxicum”, que significa veneno ou toxina. A ingestdo de
micotoxinas pode levar os animais e 0 homem a quadros de intoxicacdo aguda
ou crénica. A condicdo patoldgica resultante desta ingestdo € chamada
micotoxicose; ela pode ocorrer tanto em paises industrializados como em paises
em desenvolvimento e elevar-se quando combinadas a condi¢cdes ambientais,
sociais, econdmicas ou meteoroldgicas (umidade, temperatura), as quais
favorecam o crescimento dos fungos (AYCICEK; AKSOY; SAYGI, 2005). O
efeito de uma micotoxina depende da dose e da frequéncia com que € ingerida e
pode ser agudo (letal ou ndo) ou subagudo. O efeito agudo é de manifestacédo e
percepcdo rapidas, podendo levar a morte porque causa alteraces irreversiveis e
é resultante da ingestdo de doses geralmente elevadas. O efeito subagudo é o
resultado de doses menores e frequentes, que provocam distirbios e alteracGes
nos 6rgaos dos humanos e dos animais (BENNETT; KLICH, 2003; MURPHY
et al., 2006; SHEPHARD, 2008).

A producdo de micotoxinas em grdos depende de inimeros fatores
fisicos, como temperatura, luminosidade, aeracdo, danos mecanicos, longo
periodo de armazenagem, presenca de regifes com temperatura elevada na
massa de grdos causada pelo desenvolvimento de microrganismos e insetos,
além de fatores quimicos, como composicao do substrato, pH, teor de oxigénio e
gas carbdnico do ambiente, atividade de agua, presenca de fungistaticos e fatores
bioldgicos, como, por exemplo, a linhagem flngica toxigénica e a quantidade de
esporos viaveis, a competicdo e a degradacdo microbianas e a presenca de
insetos.

Outros fatores podem influenciar a producdo de micotoxinas, tais como
a resisténcia genética da variedade plantada e quaisquer fatores estressantes
exercidos sobre o alimento (BULLERMAN; SCHOEREDER; PARK, 1984;
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SCUSSEL, 1998), sendo temperatura, umidade e tipo de substrato os mais
importantes (MALLOZZ1; CORREA, 1998).

Dentre as principais micotoxinas encontradas em produtos alimenticios e
grdos tém-se aflatoxina, ocratoxina A, zearalenona, patulina, fumonisina e
desoxinivalenol (DON) (HUSSAIN; BRASSEL, 2001; RODRIGUES-AMAYA,;
SABINO, 2002). Duas outras micotoxinas M1 e M2 foram detectadas no leite,
urina e fezes de mamiferos, resultantes do metabolismo das toxinas B1 e B2,
respectivamente (ELZUPIR; ELHUSSEIN, 2010).

Os principais produtos alimenticios susceptiveis ao desenvolvimento
desta micotoxina incluem amendoim (cru, torrado, creme, em doce e
confeitado), milho (pipoca, canjica e grdos), trigo, arroz, castanha-do-para,
nozes, aveld, castanha de caju, améndoas, frutas secas, temperos, semente de
algoddo, mandioca, 6leos vegetais e cacau, entre outros que, normalmente, sdo
utilizados na composicdo de alimentos e racdes (KWIATKOWSKI; ALVES,
2007).

Além de diversos efeitos tdxicos agudos, estas toxinas podem acarretar
problemas crénicos graves, como imunossupressdo e carcinogenicidade. Ainda
que o fungo possa ser inativado ou retirado durante o processamento e nao estar
presente no produto manufaturado, as toxinas podem permanecer viaveis, pois
ndo sdo facilmente degradaveis (NUNES et al., 2003).

A presenca de uma micotoxina e o perigo associado somente podem ser
determinados depois da extragéo e da identificacdo da mesma por quatro razdes:
a 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 e uma determinada micotoxina pode ser
produzida por mais de uma espécie de fungo (MONTAGNA et al., 2004).
Diante disso, as micotoxinas produzidas durante a esporulacdo dos fungos

contaminam o0s animais que consomem alimentos contaminados e, dessa forma,
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sdo transferidas para os seus produtos, tal como o leite ou a carne,

consequentemente, prejudicando a salde humana.

2.4 Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFs) sdo metabolitos secundarios produzidos
principalmente por fungos de espécies do género Aspergillus pertencentes a
Secdo Flavi: Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. As espécies menos
comuns, produtoras de aflatoxinas sdo A. pseudotamarii, A. bombycis e A.
parvisclerotigenus (KLICH, 2007). Quatro espécies ndo pertencentes a secao
Flavi podem produzir aflatoxinas: A. ochraceoroseus, A. rambellii, Emericella
venezuelensis e E. astellata (FRISVAD; SKOUBOB; SAMSON, 2005). Cerca
de 50% das espécies de A. flavus e A. parasiticus sdo produtores de AFs, sendo
que de 25% a 50% de A.flavus sdo produtores de aflatoxina B1 e B2, e a maioria
dos A. parasiticus e A. nomius produzem as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

Somente quatro AFs foram identificadas como contaminantes naturais
de produtos agricolas. Sdo denominadas aflatoxina B1 (AFB,), B2 (AFB,), G1
(AFG,) e G2 (AFG,). A AFB; é a mais téxica do grupo, seguida por AFGy,
AFB, e AFG,, com toxicidade de 50%, 20% e 10%, em relacdo a primeira,
respectivamente (CREPPY, 2002; DILKIN et al., 2000; UNUSAN, 2006). Sua
estrutura quimica esta evidenciada na Figura 1.

A estrutura das aflatoxinas B1 e G1 foi determinada por Asao et al.
(1963), enquanto B2 foi determinada por Chang et al. (1963). As aflatoxinas sdo
classificadas quimicamente como bisfuranocumarinas derivadas de um
decacetideo, pela via biossintética dos policetideos, no qual a unidade C2 é
perdida durante a formacdo dos anéis bisfuranos (SMITH; MOSS, 1985). As
aflatoxinas apresentam-se extremamente fluorescentes sob luz ultravioleta de

ondas longas, 0 que permite a sua quantificagdo em concentracfes reduzidas e
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fornece a fundamentacdo para quase todos os métodos de deteccdo e
quantificacdo. Aflatoxinas M; e M, sdo metabdlitos hidroxilados das aflatoxinas
B; e B, e podem ser encontrados em produtos lacteos obtidos de animais que
ingeriram racdo contaminada. As principais fontes de aflatoxinas em ragGes séo
amendoim, farinha de milho e farinha do caroco de algoddo (CREPPY, 2002;
UNUSAN, 2006).

Figura 1 Estrutura quimica das aflatoxinas
Fonte: Adaptado de Bullerman, Schoereder e Park (1984)
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As aflatoxinas receberam essas denominacfes, B e G, devido as suas
caracteristicas fluorescentes, “blue” (azul) e “green” (verde), quando expostas a
luz ultravioleta. A designacdo M origina-se de “milk toxin”, por ser uma toxina
excretada no leite (JAY, 2005).

As aflatoxinas sdo micotoxinas conhecidas por serem compostos
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos (BENNET; KLICH, 2003). A
exposicao por ingestdo de aflatoxinas pode levar ao desenvolvimento de sérias
condicbes clinicas que variam consideravelmente, dependendo da espécie
animal, da dose, do estado nutricional, da idade e do género (KWIATKOWSKI;
ALVES, 2007). Seus efeitos toxicoldgicos somente ocorrem apds a ativacao
metabdlica de suas moléculas pelas enzimas hepaticas.

A aflatoxina B; pode ser biotransformada no figado de animais,
incluindo o homem, em varios outros metabdlitos toxicos, como aflatoxina M;
(HUSSEIN; BRASEL, 2001). A ingestdo de alimentos com baixos teores desta
micotoxina com uma dada frequéncia e por tempo prolongado pode levar ao
aparecimento de carcinoma hepéatico (MIDIO; MARTINS, 2000). A intoxicacéo
é chamada de aflatoxicose, que é uma falha do figado devido a destruicdo das
células parenquimatosas, o que pode ser acompanhado de hemorragias e
alteracOes das funcbes nervosas em combinagdo com espasmos. Animais jovens
apresentam reducdo de consumo de racdo, reducdo de crescimento bem como
perda de peso. Em humanos, o processo de intoxicacdo pode dar-se de forma
gradual e, dessa forma, os efeitos podem levar anos para se manifestar
(TORTAJADA et al., 2001).

O figado é o 6rgdo alvo para esses compostos. Em diversos casos de
morte causada pela destruicdo desse 6rgdo, foram identificadas aflatoxinas no
mesmo. Além de induzir o cancer no figado, as aflatoxinas podem ocasionar

outros efeitos, como cirrose hepatica e diminuigdo da resisténcia imunoldgica
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propiciando surtos de hepatites virais tipo B, estando também associada a
Sindrome de Reye, febre, convulsdes, vomito e coma (FERREIRA et al., 2006).

E evidente que as aflatoxinas representam um sério risco para a sadde
humana e € praticamente impossivel obter certos alimentos isentos dessa
contaminacdo. Devido a esse fato, a grande maioria dos paises, inclusive o
Brasil, tem se preocupado em estabelecer os limites para a presenca destas
substancias nos alimentos (MIDIO; MARTINS, 2000). No Brasil, os limites
méaximos tolerados para micotoxinas em alimentos sdo determinados pela RDC
n° 7, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de 18 de fevereiro
de 2011, e estdo demonstrados na Tabela 1 (BRASIL, 2011).
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Tabela 1 Limites méaximos tolerados (LMT) para aflatoxinas, no Brasil
(BRASIL, 2011)

Micotoxina Alimento LMT
(ng/kg)
Leite fluido 50
Aflatoxina M Leite em po 500
Queijos 250
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados,
e 500
incluindo cevada malteada
Feijdo 500
Castanhas, exceto castanha-do-brasil, incluindo nozes, 1000
pistachios, avelds e améndoas
Frutas desidratadas e secas 1000
Castanha-do-brasil com casca para consumo direto 2000
Castanha-do-brasil sem casca para consumo direto 1000
Castanha-do-brasil sem casca para processamento posterior 1500
Alimentos a base de cereais para alimentacdo infantil (lactentes 100
e criangas de primeira infancia)
. Férmulas infantis para lactentes e férmulas infantis de
Aflatoxinas : - S 100
B B, G G seguimento para lactentes e criangas de primeira infancia
b P2 P P2 Améndoas de cacau 1000
Produtos de cacau e chocolate 500
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado,
incluindo pimentas, pimenta em pd, pimenta de caiena e
pimentdo-doce); Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta-branca
e a pimenta-preta) Myristica fragrans (noz-moscada) Zingiber 2000
officinale (gengibre) e Curcuma longa (ctrcuma). Misturas de
especiarias que contenham uma ou mais das especiarias acima
indicadas
Amendoim (com casca) (descascado, cru ou tostado), pasta de 2000
amendoim ou manteiga de amendoim
Milho, milho em gréo (inteiro, partido, amassado, moido), 2000

farinhas ou sémolas de milho

Em estado puro, as aflatoxinas sdo extremamente estaveis em altas

temperaturas, superando até 200°C e ndo sdo afetadas pelo frio. Séo

relativamente instaveis, quando expostas a luz e particularmente a radiacao

ultravioleta (UV). S&o sollveis em solventes como cloroférmio, benzeno,

metanol e etanol, mas insollveis em gorduras e 6leos. Além disso, sdo incolores,

inodoras e ndo alteram o sabor dos alimentos. Agentes oxidantes, como agua

oxigenada e hipoclorito de sédio, reduzem o teor de aflatoxinas no alimento,
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mas a utilizacdo de tais solucBes é impraticavel, uma vez que ocorre, além da
destruicdo de nutrientes, sabor, cor, textura e propriedades funcionais do

alimento, a formac&o de residuos toxicos (PADUA et al., 2002).

2.5 Aflatoxina M1 em leite e produtos lacteos

A presenca de aflatoxinas no leite é de extrema relevancia, pelo fato de a
lactacdo e a alimentacdo serem dois processos concomitantes. Além disso, o leite é
alimento bésico para criancas e recém-nascidos que, por analogia, devem ser mais

susceptiveis que os adultos aos efeitos toxicos das aflatoxinas (PADUA et al., 2002).

= =

oxidases

Aflatoxin M1 (in milk) Aflatoxin Q1 Aflatoxin B,

Figura 2 Biotransformacao da aflatoxina B; em aflatoxina M;
Fonte: Adaptado de Kensler et al. (2003) e Oliveira e Germano (1997)
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As aflatoxinas sdo absorvidas no trato gastrintestinal e biotransformadas
primariamente no figado por enzimas microssomais (citocromo P-450) em dois
diferentes sentidos. Um é a epoxidacdo e o outro é a hidroxilagdo. Estas etapas
constituem parte do processo de detoxificacdo. A hidroxilagdo, apresentada na
Figura 2, é responsavel pela formacéo das aflatoxinas M;, Q; e B,. Todos estes
compostos contém o grupo hidroxila na molécula, o que permite a conjugacédo
com acido glicurdnico ou sulfatos. Consequentemente, sdo bastante sollveis em
agua, possibilitando sua rapida excregdo através de urina, bile, leite (no caso de
mamiferos) e, em seguida, nas fezes. Este fato sugere que a formacdo destes
derivados pode constituir parte do processo de detoxificacdo da AFB;, embora
alguns produtos, como a aflatoxina M1, apresentem, também, toxicidade
apreciavel (KENSLER et al., 2003; OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

Pesquisas sobre a incidéncia de aflatoxina M; em leite e em produtos
lacteos j& foram realizadas no Brasil. Prado et al. (2000) verificaram
contaminagdo em 2 das 38 amostras de leite cru do estado de Minas Gerais, ndo
detectando aflatoxina M; em 60 amostras de leite em pé analisadas. Prado et al.
(2001) avaliaram amostras de queijo tipo prato e parmesdo ralado e encontraram
AFM; em 100% das amostras de queijo tipo prato em concentracBes que
variaram de 20 a 540 ng kg™; em 93% das amostras de queijo parmesdo ralado
foi encontrada concentracdo que variou de 40 a 300 ng kg™. Prado et al. (2008)
avaliaram, ainda, 88 amostras de queijo parmesdo e detectaram AFM1 em 40
amostras, em concentragdes que variaram de 10 a 660 ng kg™. Sabino, Purchio e
Zorzetto (1984) detectaram contaminacdo em uma das 100 amostras de leite
pasteurizado e em nove das 50 amostras de leite cru analisadas no estado de Sao
Paulo.

Entretanto, existe ainda uma lacuna de informagdes sobre a aflatoxina
M1, tanto em relacdo a metodologia quanto a sua ocorréncia (SYLOS;
RODRIGUEZ-AMAYA, 1996). Pereira et al. (2005), analisando a presenca de
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aflatoxina M; em amostras de leite cru provenientes da regido de Lavras, em
Minas Gerais, verificaram que, em 19 amostras (52,8%), foi detectada a
presenca da AFM;, com os valores variando de tracos a 74,1 ng/L e em 17
amostras (47,22%) ndo foi detectada aflatoxina. Na Turquia, Tekinsen e Ucar
(2007) avaliaram 100 amostras de cream cheese, tendo sido detectada AFM; em
99% das amostras, com concentracdes variando de ndo detectavel a 4.700 ng kg’
! Fallah et al. (2009) verificaram a presenca de AFM; em 72,3% das 94
amostras de cream cheese avaliadas, apresentando concentrac@es que variaram
de 58 & 785 ng kg™.

Em trabalho conduzido por EI-Nezami et al. (1995) foi verificada a
exposicao de criancas a AFM; e maes lactantes a aflatoxina B;. Analise de leite
de 73 mulheres originarias de Victéria (Australia) e 11 da Tailandia revelaram
positividade para AFM1, em uma concentracdo média de 71 ng/L e 664 ng/L,
respectivamente. No Brasil, no trabalho realizado por Romero et al. (2010),
avaliou-se a presenca da aflatoxina M; na urina de 69 individuos da cidade de
Piracicaba, SP, relacionando-a aos seus habitos alimentares. Foram utilizadas
colunas de imunoafinidade e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
foi encontrada AFM;, em niveis detectaveis, em 78% das amostras, em
concentracdes que variaram de 0,0018ng mL™ & 0,039ng mL™. Segundo os
autores, estas concentragdes sdo consideradas baixas quando comparadas com
trabalhos realizados em outros paises da Africa e da Asia. Porém, esta avaliagcio
ndo deixa de trazer preocupacles, pois mesmo que as concentracGes sejam
relativamente baixas, houve grande incidéncia da presenca da aflatoxina M.

A estabilidade da aflatoxina no leite e seus derivados, durante processos
de tratamento térmico, tem sido pesquisada. Stoloff et al. (1975) estudaram
amostras de leite artificialmente contaminadas e submetidas a pasteurizacdo
lenta (62°C por 30 minutos), bem como amostras de leite naturalmente

contaminadas submetidas a pasteurizacdo rapida (77°C por 16 segundos) e nédo
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observaram redugdo na concentracdo de aflatoxina My. Entretanto, Purchase et
al. (1972) demonstraram que a pasteurizacdo a 62°C, por 30 minutos, causava
uma reducdo de 32% da aflatoxina M;. A reducdo foi de 45% e 64%, quando o
leite foi submetido a temperaturas de 72°C e 80°C, por 45 segundos,
respectivamente. Para Pereira et al. (2005), a redugdo do nivel de aflatoxina M;
em leite contaminado, submetido a tratamento térmico, foi de cerca de 15,6%.

Estudos sobre a estabilidade da aflatoxina M; em leite durante
armazenamento sob condi¢Bes de resfriamento e congelamento apresentam
resultados variaveis. A reducdo na concentragdo ocorreu rapidamente em
amostras de leite cru naturalmente contaminadas e armazenadas a 0°C, por 4 e 6
dias, com perdas de 40% e 80%, respectivamente (MCKINNEY et al., 1973). Ja
o efeito do congelamento, em amostras naturalmente contaminadas com
aflatoxina M; e armazenadas a -18°C, apresentou baixa degradacdo e esta
ocorreu lentamente. Os resultados demonstraram que, aos 53 dias, ndo houve
reducdo, sendo verificada pequena variacdo aos 68 dias. Aos 120 dias, houve
perda de 45% da aflatoxina M; (STOLOFF et al., 1975). Em amostras
armazenadas a -18°C, por 120 dias, a diminuicdo na concentracdo de AFM;
ocorreu mais lentamente, com perdas de 14%, aos 30 dias e 86%, aos 120 dias
(MCKINNEY et al., 1973).

Galvano et al. (1998) observaram que ndo houve reducdo do nivel de
AFM1 no processo de fermentagdo de iogurte com leite contaminado
artificialmente. A concentracdo de AFM; poderia, at¢é mesmo, aumentar devido
ao processo de condensacdo. Foi demonstrado que, em 114 amostras de iogurte,
91 (80%) apresentavam AFM; com concentracdes entre 1 e 496,47 ng/kg. Kim
et al. (2000) detectaram a presenca de AFM;, com concentracGes entre 17 e 124
ng/kg, em 50% das 60 de amostras de iogurte analisadas.

A aflatoxina My no leite associa-se a fracdo proteica (caseina), ficando

nela retida mesmo apds a pasteurizacdo e o beneficiamento para a producéo de
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derivados. Na fabricacdo de derivados do leite, 0 desnatamento tem mostrado
afetar a distribuicéo de aflatoxina M; no produto final. Como a aflatoxina fica
associada a caseina, durante o desnatamento do leite integral, 84% do total do
conteddo de aflatoxina M; fica retido no produto desnatado (MARTINS;
MARTINS, 1986). A concentracdo da matéria-prima, como a que se obtém na
fabricacdo de leite em pd, leite condensado, requeijao e queijos, pode aumentar a
proporcdo de aflatoxina My no produto final, em funcdo da diminuicdo do teor
de 4gua (LOPEZ et al., 2001).

A distribuicdo da AFM; em alguns alimentos elaborados a partir de leite
contaminado é, aproximadamente, a seguinte: 40%-60% em queijos, 10% nas
natas e <2% na manteiga. A maior parte da AFM; passa para 0 queijo e ndo para
0 soro. A associacdo da AFM; com a caseina, quando esta é precipitada, mostra
ser uma explicacdo razoavel para este fato (YOUSEF; MARTH, 1989).

Hassanin (1994) investigou a estabilidade da aflatoxina M; durante a
producdo e o armazenamento de iogurte, queijo e leite acidificado e concluiu
que a aflatoxina M; do leite é passada para os produtos preparados.

Wiseman e Marth (1983) investigaram a estabilidade da aflatoxina M;
durante a producdo e o armazenamento de manteiga, leite em pd desnatado e
leitelho (leite acido semidesnatado) em pdé. Embora com valores variados, a
aflatoxina M; permanecia estavel nos produtos, confirmando, dessa forma, a
transmissao.

Vérios pesquisadores notaram uma tendéncia sazonal na contaminacao
do leite por AFM;. Os indices menores ocorreram durante 0s meses de verdo,
quando os animais sdo comumente alimentados com pastagens, o contrario do
gue acontece no inverno, quando os animais sdo alimentados com ragdes
(GALVANO et al., 1998).

Como o leite existente no comércio é uma mistura de leites de diferentes

procedéncias, os niveis de aflatoxina M; sdo, muitas vezes, inferiores aos limites
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de deteccdo dos métodos de andlise utilizados (SABINO et al., 1997). De acordo
com Visconti e Pascale (1998), a maioria dos resultados negativos obtidos em
estudos sobre incidéncia de aflatoxina M; pode ser atribuida a baixa
sensibilidade dos métodos analiticos empregados. Portanto, um controle
eficiente da aflatoxina M; em leite requer métodos analiticos de elevada
sensibilidade, especificidade, precisdo e exatiddo, além de rapidez e facilidade
(DOMINGUEZ et al., 1987). Segundo Sylos e Rodriguez-Amaya (1996),
estudos relativos as metodologias para a determinagdo de micotoxinas em
alimentos sdo necessarios e urgentes, visando a confiabilidade dos resultados
relativos a ocorréncia.

A contaminacdo do leite de consumo humano por AFM; assume
destacada relevancia ao se considerar que seus efeitos toxicos e carcinogénicos
tém sido extensivamente demonstrados em diversas espécies, sobretudo em
animais jovens. Consequentemente, torna-se indispensavel a adocao de técnicas
analiticas exequiveis e confidveis para a deteccdo e o controle desta toxina no
leite (FUJI; GARCIA; HIROOKA, 2004).

Em relacdo ao queijo, a presenca de aflatoxina pode ser,
fundamentalmente, devido a trés causas: (1) presenca de AFM; no leite com o
qual queijos sdo elaborados, como consequéncia de alimentos contaminados
com AFBL e ingeridos pelo gado leiteiro; (2) sintese de aflatoxinas por fungos
que crescem em queijos e (3) o uso de leite de p6 com AFM; utilizado na
elaboracdo de queijo (LOPEZ et al., 2001).

A presenca de aflatoxina M; em queijos é de extrema importancia por
ser altamente resistente aos processamentos realizados no leite, como tratamento
térmico e desnate, por exemplo. Dessa forma, se esperam altas concentragdes de
aflatoxina M; em requeijdo cremoso e queijo ralado, quando proveniente de
leites contaminados, pois ela tem afinidade de complexar-se sobre as micelas de

caseina, principal proteina encontrada em queijos.
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2.6 Queijo ralado

De acordo com a legislacéo brasileira, o queijo ralado é o produto obtido
por esfarelamento ou ralagem da massa de uma ou até quatro variedades de
queijos de baixa umidade aptos para o consumo humano, podendo ser
parcialmente desidratado ou ndo. Devem apresentar aspectos e textura de
granulos ou filetes mais ou menos finos; cor branco-amarelada a amarelo e odor
caracteristico, de acordo com as variedades de queijos da qual provenha. Com
relacio ao alto teor de umidade, 0s queijos ralados desidratados com
predominancia (>50% m/m) de queijos com baixa umidade deverdo apresentar
umidade maxima 20g/100g. Entretanto, se houver predominancia (>50% m/m)
de queijos de média umidade, deverdo apresentar umidade méaxima de 30g/100g
(BRASIL, 1997a).

Quanto aos critérios microbioldgicos, esta em vigor a Resolucdo n°12 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a ANVISA (BRASIL, 2001), que
prevé limites para coliformes a 45°C de 10° NMP/g, Staphylococcus coagulase
positiva de 10° UFC/g e auséncia de Salmonella sp./25g. A Portaria n°451
(BRASIL, 1997b), revogada por esta resolucdo, quanto aos padrGes
microbioldgicos, previa também a determinacdo de bolores e leveduras e de
Listeria monocytogenes. A retirada destes microrganismos como critérios
microbioldgicos ndo parece coerente, pois 0s fungos filamentosos, referidos na
legislacdo revogada como bolores, sdo os mais susceptiveis de sobrevivéncia
nestes alimentos de baixa atividade de agua (aw) e podem estar ligados a
contaminacdo ambiente e pelo ar. E o alimento contaminado com Listeria
monocytogenes traz sérios riscos a saude dos consumidores.

Segundo Mosquim (1998), o queijo ralado ¢ um dos produtos mais
fraudados, principalmente no Brasil, entretanto, sdo poucos os trabalhos

disponiveis na literatura cientifica sobre a sua qualidade.
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2.7 Requeijéo

A tecnologia de queijos fundidos surgiu no inicio do século XX, com a
necessidade de se deter os processos microbianos e enzimaticos de queijos
suicos e alemées, de forma a viabilizar a exportacdo para paises de clima quente
(GARRUTI et al., 2006). O requeijdo ¢ um produto tipicamente brasileiro,
fabricado em todo o territério nacional, com algumas variacdes de tecnologia e
caracteristicas. Esse tipo de queijo € fabricado a partir de leite desnatado, cru ou
pasteurizado, com ou sem adicdo de cultura latica (fermentacdo lenta natural). A
massa para a sua fabricacdo pode ainda ser obtida por adicdo de &cidos
organicos e por coagulacdo enzimatica (coalho). Trata-se de um produto obtido
por fusdo normalmente acompanhada pela adicdo de sais fundentes e destinado
ao consumo imediato (SOARES et al., 2002). O requeijdo cremoso é um tipo de
queijo fundido cremoso (GARRUTI et al., 2006).

O requeijao cremoso € um queijo de consumo expressivo no mercado
nacional. Nos ultimos anos, tem sido observado um crescente interesse dos
fabricantes pelos analogos de queijo ou queijos imitac&o.

De acordo com Brasil (1997b), entende-se por requeijdo o produto
obtido pela fusdo da massa coalhada, cozida ou ndo, dessorada e lavada, obtida
por coagulagcdo &cida e/ou enzimatica do leite, opcionalmente adicionada de
creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite e ou butter oil. Brasil
(1997b) estabelece como requisitos fisico-quimicos o teor de matéria gorda no
extrato seco variando de 45,0 a 54,99/100g e o teor de umidade méaximo de
60,09/100g. O requeijdo light, ou com baixo teor de gordura, deve obedecer a
classificacdo estabelecida, ou seja, deverd sofrer reducdo minima de 25% em
gorduras totais e diferenca maior que trés gramas de gordura/100g de s6lidos em

relacéo ao produto tradicional.
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Segundo Moreno, Vialta e Valle (2002), a presenca de varios tipos de
microrganismos no requeijéo, seja por contaminacao das matérias-primas ou por
falhas durante o processamento, origina varios tipos de deterioragdes, com

prejuizos sensiveis para a sua qualidade.
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3 CONSIDERAGCOES GERAIS

A partir desta revisdo, pode-se verificar que a contaminacao de queijos
por microrganismos e metabdlitos € um problema de saude publica no Brasil e
no mundo. Apesar de no Brasil existirem legislacGes e regulamentacfes para o
controle de qualidade dos alimentos, ainda existem falhas nessas normas e, junto
com isso, falta a fiscalizacdo efetiva e permanente na producdo, na conservacgao
e na comercializacdo destes produtos.

Assim, os queijos devem ser inspecionados pelos 6rgaos competentes
em todas as fases, desde a propriedade rural, onde o leite ou 0 queijo é obtido,
até as industrias e os locais onde séo expostos ao consumidor, com a finalidade
de prevenir as doencas veiculadas pelos alimentos, assim como toxinas e
metabdlitos, como a aflatoxina M. A legislacdo vigente deve ser avaliada, a fim
de ser complementada e nivelada com as legislacdes internacionais, para que se
reduzam as limitagbes impostas a exportacdo, pela falta de qualidade dos

produtos alimenticios direcionados para estes fins.
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CAPITULO 2

Contagem microbiana e incidéncia de aflatoxina m; em queijo ralado e

requeijo comercializados em diferentes cidades do estado de Minas Gerais

RESUMO

A qualidade e a seguranca dos alimentos constituem preocupacdes do
consumidor atual. O consumo de alimentos contaminados causadores de
diversas patologias ao ser humano é, hoje, um dos principais problemas de salde
publica. O queijo ralado e o requeijdo sdo produtos consumidos em baixas
quantidades, porém, com certa frequéncia. Sendo assim, oferecem grande risco
de causar toxinfeccBes alimentares e podem ser muito importantes no aciimulo
de toxinas, como a aflatoxina M;. O presente trabalho foi realizado com os
objetivos de realizar a contagem microbiana e determinar a incidéncia da AFM;
em queijo ralado e requeijdo comercializados em cidades do estado de Minas
Gerais, Brasil. Avaliou-se a presenca de Staphylococcus spp., enterobactérias e
fungos filamentosos e quantificou-se a AFM; com colunas de imunoafinidade,
por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE). Nas amostras de queijo ralado foi
determinada a presenca de Staphylococcus spp. em 32% das amostras, de
enterobactérias em 36% e de fungos filamentosos em 77%. A presenca da AFM;
foi detectada em 72,73% das amostras, variando de ndo detectavel a 244,6 ng kg’
! As amostras de requeijéo apresentaram, para Staphylococcus spp., contagens
de 10* UFC.g™ em apenas uma amostra e 10° UFC.g™" para uma amostra, em
relacdo as enterobactérias. Nao foi detectada a presenca nem de fungos
filamentoso e nem de AFM; em nenhuma das amostras de requeijdo avaliadas.
Estes resultados indicam que as amostras de queijo ralado podem apresentar
algum risco a satde do consumidor. Porém, o requeijdo demonstrou bom padréo
de qualidade em todos os itens avaliados.

Palavras-chave: Aflatoxina M;. Qualidade Microbioldgica. Requeijdo. Queijo
Ralado.
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ABSTRACT

Food quality and safety are primary concerns of consumers today. The
consumption of contaminated food that causes various diseases to humans is
now a major public health issue. The grated cheese and creamy cheese are
consumed in small amounts, but with some frequency. Thus, they offer great
risk of causing food poisoning, and can be very important in the accumulation of
toxins such as Aflatoxin M1. This study aimed to evaluate the microbiological
quality and the presence of Aflatoxin M1 in the creamy cheese marketed in the
State of Minas Gerais, Brazil. The presence of Staphylococcus spp.,
Enterobacteria and filamentous fungi has been evaluated and AFM1 has been
quantified with immunoaffinity columns by high-performance liquid
chromatography (HPLC). The grated cheese samples presented high counts of
Staphylococcus spp., Enterobacteria and Filamentous Fungi in 18%, 9% and
23% of the samples, respectively. And the presence of Aflatoxin M1 was
detected in 72.73% of the samples, ranging from undetectable to 244,6 ng Kg-1.
Creamy cheese samples submitted for Staphylococcus spp., presented counts of
104 UFC.g-1 only in one sample and 105 UFC.g-1 for one sample in relation to
Enterobacteria. The presence of filamentous fungi was not detected, neither was
of AFML1 in the studied samples of creamy cheese.

Keywords: Aflatoxin M1. Microbiological Quality. Creamy Cheese. Grated
Cheese.
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1 INTRODUCAO

O queijo ralado e o requeijao sdo ingredientes amplamente utilizados na
culinéria brasileira, sendo consumidos em baixas quantidades, porém, de modo
frequente. O queijo ralado é um produto obtido por esfarelamento ou ralagem da
massa de uma ou até quatro variedades de queijo de baixa umidade e aptos para
0 consumo humano, podendo ser parcialmente desidratado ou ndo (BRASIL,
1997a). O requeijao é um produto tipicamente brasileiro e é definido como um
produto obtido pela fusdo da massa coalhada, cozida ou ndo, dessorada e lavada,
obtida por coagulacdo acida e/ou enzimatica do leite, opcionalmente adicionada
de creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite ou butter oil
(BRASIL, 1997b).

Contudo, estes alimentos podem oferecer alguns riscos a salde por
causa de contaminagdes provenientes da matéria-prima ou do processamento.
Dentre essas contaminagfes podem-se destacar alguns grupos de
microrganismos importantes, indicadores de manipulagdo deficiente, como
Staphylococcus  spp., enterobactérias e deterioradores, como fungos
filamentosos, além das micotoxinas, como a aflatoxina M; (AFM,).

As micotoxinas sdo contaminantes naturais que ocorrem frequentemente
em uma grande variedade de alimentos, levando sérios riscos a salde humana e
animal, ap6s a ingestéo de produtos contaminados. S&o metabolitos secundérios
produzidos principalmente por fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, sob condigdes apropriadas de temperatura e umidade (FALLAH,
2010). As aflatoxinas (AFs) sdo as micotoxinas mais estudadas e consistem,
principalmente, de quatro compostos naturais, as aflatoxinas B1 (AFB,), B2
(AFB,), G1 (AFG;) e G2 (AFG,). Sdo altamente toxicas, mutagénicas,
teratogénicas e carcinogénicas, e tém sido apontadas como causadores de cancer
hepatico em humanos (SIDHU; CHANDRA; BEHL, 2009). Os principais
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fungos filamentosos produtores de aflatoxinas sdo: Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus, Aspergillus bombycis, Aspergillus ochraceoroseus,
Aspergillus nomius e Aspergillus pseudotamari (BENNET; KLICH, 2003;
CHERAGHALLI et al., 2007). A aflatoxina M; é um metabolito proveniente da
hidroxilagdo da AFB; ingerida em alimentos ou ragdes, originada pelo seu
metabolismo no organismo humano e animal. A AFM; pode estar presente nos
fluidos corporais, como urina, no leite e no sangue (ROMERO et al., 2010). A
ingestdo diaria aceitavel de aflatoxina M; é de 6,8 ng/pessoa, na Europa; de 3,5
ng/pessoa, na América Latina; de 12 ng/pessoa no Extremo Oriente e de 0,7
ng/pessoa na Africa (CREPPY, 2002).

A presenca de microrganismos patogénicos como Staphylococcus spp. é
de grande importancia em alimentos por apresentarem risco para a salde
publica, estando frequentemente associados com casos e surtos de intoxicacao
alimentar em todo o mundo, devido a capacidade de algumas cepas de produzir
varios tipos de enterotoxinas (VERAS et al., 2008). Este grupo de bactérias
encontra-se largamente distribuido no meio ambiente e tem como principais
habitats a pele, as glandulas e as membranas mucosas, além do trato intestinal do
homem e dos animais. A presenca de Staphylococcus spp. em alimentos sugere
uma provavel participacdo de manipuladores portadores desse microrganismo
(BALABAN; RASOOLY, 2000).

As enterobactérias estdo amplamente distribuidas no solo, na &gua, nas
plantas e no intestino do homem e animais e podem causar infecgdes intestinais
e extraintestinais. Na familia das enterobactérias incluem-se alguns géneros
importantes, como Escherichia spp. e Salmonella spp., que podem causar graves
doencas, além dos grupos de coliformes a 35°C e coliformes termotolerantes que
sdo frequentemente utilizados como indicadores das condi¢cdes sanitarias no
controle da qualidade de agua e alimentos (SILVA et al., 2007; SOUZA, 2006).
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Por centenas de anos tém-se observado as diferentes alteracdes que
ocorrem no sabor e na qualidade dos alimentos, devido ao crescimento de
fungos. Em muitos casos, os fungos podem causar transformacdes indesejaveis
nos alimentos, produzindo sabores e odores desagradaveis, além da
decomposi¢do em graus variaveis; eventualmente, também podem acarretar
consequéncias danosas e prejudiciais a saide do homem e dos animais. Os
fungos filamentosos sdo provenientes, principalmente, do solo, do ar e de
produtos deteriorados. A presenca desses microrganismos indica que o produto
pode estar em fase de deterioragdo, mesmo que esta possa ndo ser visivel. Os
principais géneros de fungos filamentosos envolvidos na deterioracdo de queijos
pertencem aos géneros Mucor spp., Cladosporium spp., Penicillium spp.,
Fusarium spp., Geotrichum spp., Aspergillus spp. e Moniliella sp. (FLEET,
1992; ROHM; ELISKASES-LECHNER; BRAUER, 1992; TORKAR;
VENGUST, 2008). Em queijo ralado foram isolados os seguintes géneros de
fungos filamentosos: Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium,
Epicoccum, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Phoma, Trichosporon e
Ulocladium (KURE; SKAAR, 2000; PRATA et al., 2001).

As toxinfecgdes alimentares devem ser preocupacbes constantes na
industria de laticinios, pois a chance de contaminacgéo desses produtos € muito
alta. Com isso, 0 presente trabalho foi realizado com o objetivo de realizar a
contagem de Staphylococcus spp., Enterobactereaceas e de fungos filamentosos,
e avaliar a incidéncia de AFM; em queijo ralado e requeijdo comercializados em

diferentes cidades do estado de Minas Gerais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Foram analisadas 22 amostras de queijo ralado e 13 amostras de
requeijdo, adquiridas nas cidades de Arinos, Barbacena, Juiz de Fora, Lavras,
Matip6, Manhumirim, Sdo Jodo Del Rei, Unai e Varginha, no estado de Minas
Gerais, Brasil, no periodo de setembro de 2009 a novembro de 2010. Foram
utilizadas amostras de 200 g do mesmo lote e as analises foram realizadas

respeitando-se o prazo de validade indicado pelo fabricante.

4.2 Determinacéo de aflatoxina M;

Os métodos analiticos empregados nas analises de AFM; foram
previamente avaliados com a utilizacdo de queijos ralados contaminados
artificialmente em triplicata, com 0,34 e 0,68 pg kg” de AFM,. Os percentuais
de recuperacgdo apresentaram média de 84,75%. Para as analises de requeijéo, a
amostra isenta de aflatoxina M; foi contaminada em quatro repeti¢des, com 0,77
ug kg™ de aflatoxina M, e a recuperacdo da toxina foi de 84%, em média. As
concentracfes das solucbes estoques foram determinadas de acordo com a
Association of Official Analytical Chemistry - AOAC (1995). O limite de
deteccéo foi de 10 ng kg™ e o de quantificacdo foi de 20 ng kg™. Os valores de
recuperacdo e coeficientes de variagdo foram superiores a 70% e inferiores a
20%, respectivamente, de acordo com o estabelecido pela Lei N° 401/2006 de
23/2/2006 da Commission Regulation - EC (2006) e Horwitz, Kamps e Boyer
(1980).
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As amostras foram analisadas na Fundacdo Ezequiel Dias, em Belo
Horizonte, MG, em duplicatas, de acordo com os método utilizados por
Dragacci et al. (1995) e Prado et al. (2000, 2001), como descrito abaixo.

4.2.1 Preparo da curva de calibracéo

A partir da solucdo estoque (SE) de aflatoxina M, (8,519 ug mL™), foi
preparada uma solucdo de trabalho (ST) com concentracéo de 8,519 ng mL™ de
aflatoxina M; (&gua:acetonitrila; 70:30). A partir da ST foi preparada a curva
padrdo. A linearidade foi avaliada na faixa de 0,10 a 26,82 ng ml™ e calculada a
partir da equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos
quadrados. Foi utilizado o coeficiente de correlagdo linear (r) como indicador
da reta como modelo matematico. O valor encontrado foi maior que 0,99, como
recomendado por Green (1996).

Os valores de recuperagdo e coeficientes de variacdo foram superiores a
70% e inferiores a 20%, respectivamente, de acordo com o estabelecido pela Lei
N.° 401/2006 de 23/2/2006 da EC (2006).

4.2.2 Extragdo da aflatoxina M,

Foram pesados 10 g da amostra, adicionadas 10 g de celite e 80 mL de
diclorometano. Essa solucdo foi levada para um agitador, por 45 minutos,
filtrada em papel filtro n°® 4 e, em seguida, foi lavada com 40 mL de
diclorometano. O filtrado foi evaporado em banho-maria, a temperatura entre
35° e 40°C. O residuo foi dissolvido em uma solugédo de 1 mL de metano, 30 mL
de agua e 50 mL de n-hexano. Esta solugdo foi transferida para um funil de

separacdo, agitada vigorosamente e a fase aquosa foi recolhida. Com a
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finalidade de lavar a solucdo do funil, foram adicionados 10 mL de &gua, por

duas vezes e a fase aquosa foi recolhida, juntamente com a primeira.

4.2.3 Purificagio da amostra em coluna de imunoafinidade

Foram utilizadas colunas de imunoafinidade AFM; da Vicam Inc.
(USA). As colunas foram adaptadas a uma seringa de vidro e um sistema de
bomba a vacuo. O extrato foi passado por esse sistema e a eluicdo ocorreu
gravitacionalmente. Apds esse processo, a coluna foi lavada com 2 mL de agua e
o eluato foi esgotado a vacuo. Foram adicionados 4 mL de acetonitrila & coluna,
por 7 minutos e o eluato foi recolhido em frasco ambar. Esta solugdo foi
aquecida em atmosfera de nitrogénio até a secagem e guardada em freezer até o

momento da quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.2.4 Quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Aflatoxina M; foi quantificada por CLAE, utilizando um cromatografo
liquido LC-10 AD, Shimadzu, Japéo, acoplado a um amostrador automatico SIL
10 AF e a um detector de fluorescéncia (excitacdo 366 nm, emissdo 428 nm),
usando uma coluna Shim-Pack CLC-ODS, 5 um, 250 mm de comprimento x 4,6
mm de didmetro interno, precedida por uma pré-coluna Shim-Pack G-ODS, 5
pm, 10 mm de comprimento x 4 mm de didmetro interno. A fase mdvel utilizada
foi acetonitrila:isopropanol:agua (8:12:80, v/v/v), filtrada em uma membrana de
0,45 pm, degaseificada e em um fluxo de 1 mL/min. Nestas condigdes, o tempo
de retencdo foi de, aproximadamente, 11-13 minutos, conforme o més de
analise. Para a quantificacdo da aflatoxina M1 nas amostras, foi utilizada uma
curva de calibracdo preparada como descrito acima. A partir do célculo da &rea

do pico da aflatoxina M1 (Figura 1) do extrato da amostra e das solucGes
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padrdes, foi calculado o teor da aflatoxina M1 na amostra. Todas as analises

foram efetuadas em duplicata e cada extrato foi injetado duas vezes.
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Figura 1 Cromatograma de amostra de queijo ralado contaminada

4.3 Analises microbioldgicas

Todas as amostras foram analisadas no Laboratério de Micologia, no
Departamento de Ciéncias dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras,
em triplicatas e em trés diluicdes (107, 10% e 10'%), de acordo com Wehr e Frank
(2004). Para a deteccdo de enterobactérias foi utilizado o meio de cultura violet
red bile agar glucose (VRBG) (Himedia). Foi plagueado 1 mL das dilui¢cdes, em
profundidade com sobrecamada, e as placas foram incubadas, por 24 horas, em

estufa, a 35°C. Em seguida, foram feitas contagens de colbnias tipicas.
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A contagem de Staphylococcus sp. foi realizada em meio agar Baird-
Parker (BP) (Himedia), inoculando-se 0,1 mL em superficie, sendo as placas
incubadas a 37°C e, ap6s 48 horas, foi realizada a contagem de coldnias
(WEHR; FRANK, 2004).

A contagem de fungos filamentosos foi realizada em meio dicloran
glicerol 18 (DG-18) (Himedia), para as amostras de queijo ralado e dichloran
rose bengal chloramphenicol (DRBC), para as amostras de requeijao,
plaqueando-se 0,1 mL das diluicbes em superficie. As amostras foram

incubadas, a 25°C, por sete dias, conforme Silva et al. (2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A incidéncia de AFM; em queijo ralado foi relativamente alta (Grafico
1), pois 72,73% das amostras estavam contaminadas. Niveis que variaram de 10
a 99 ng kg™ foram detectados em 9 amostras (40,9%); 7 (31,82%) continham
niveis que variaram de 100 a 250 ng kg™ e nenhuma delas ultrapassou 250 ng
kg, que é o limite maximo tolerado pela legislacdo brasileira, regulamentada
pela RDC n°7, de 22 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011), e pela maioria dos
paises europeus. A origem desta contaminacdo esta relacionada a presenca da
aflatoxina B; na alimentagdo de gado leiteiro. A AFB; é biotransformada no
figado, formando a toxina AFM;, que é excretada no leite e em outras secregdes.
Durante o processamento de queijos, a AFM; ndo reduzida e nem eliminada. Ao
contrario, ela é concentrada por se ligar a caseina. Sendo a toxina um metabdlito
termoestavel, ela ndo é eliminada no processamento, permanecendo no produto
final (LOPEZ et al., 2001).
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Gréfico 1 Resultados de AFML1 para queijo ralado

No Brasil, Prado et al. (2008) avaliaram, com a mesma metodologia, 88
amostras de queijo parmesdo e encontraram a toxina em 46,4% das amostras, em
niveis que variaram de 10 a 660 ng kg®, tendo apenas duas amostras
ultrapassaram 250 ng kg™. Ja o trabalho de Dashti et al. (2009) apresentou maior
proximidade com este trabalho. Estes autores analisaram 40 amostras de
diferentes queijos comercializados no Kuwait, pelo método de imunoafinidade
tipo ELISA, e constataram que 80% das amostras estavam contaminadas com
AFM;, em concentracfes que variaram de 23,8 a 452 ng kg™, e apenas uma
amostra estava acima de 250 ng kg Torkar e Vengust (2008) avaliaram 40
amostras de diferentes queijos na Eslovénia, por meio de colunas de
imunoafinidade e quantificacdo por CLAE, e encontraram niveis que variaram
de 25 a 223ng kg™ em seis amostras. Os resultados deste estudo, comparados aos

estudos citados, demonstram ndo ser comum o nivel de aflatoxina M; em queijos
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acima de 250ng kg’l, porém, como visto, as amostras estdo, frequentemente,
contaminadas.

Nas andlises microbioldgicas do queijo ralado, foi detectada a presenca
de Staphylococcus spp. em 32% das amostras (Grafico 2). A origem da
contaminagdo com Staphylococcus spp. pode estar na matéria-prima ou em falha
na higienizacdo de equipamentos, utensilios e/ou dos manipuladores. Embora a
producdo de enterotoxinas estaficocicas esteja geralmente associada a
Staphylococcus coagulase positiva, algumas espécies ndo produtoras da enzima
coagulase (Staphylococcus coagulase negativa) também produzem enterotoxinas
(BORGES et al., 2008). Isso justifica a ndo realizagdo do teste de coagulase.
Pimentel et al. (2002) analisaram 18 amostras de queijo ralado comercializado
em Belo Horizonte, MG, e os resultados foram negativos para Staphylococcus
coagulase positiva. Isso pode ser justificado pela boa qualidade do
processamento e da matéria-prima. J& Hoffmann et al. (2004) avaliaram 100
amostras de queijo ralado obtido em S&o José do Rio Preto, SP, e encontraram
10 amostras que apresentaram contagens acima de 10° UFC. g* para
Staphylococcus spp., resultado acima do encontrado neste trabalho. Essa
diferenca de resultados pode ser explicada pela diferenca na qualidade das

amostras.
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Gréfico 2 Resultados, em Log UFC.g™, de Staphylococcus spp. das amostras de
queijo ralado

A presenca de enterobactérias em 36% das amostras (Gréafico 3) indica
possivel contaminacdo de origem fecal e presenca de bactérias patogénicas. No
grupo das enterobactérias incluem-se patdgenos tipicamente oportunistas, que
causam algumas doencas. Desde os anos 1980 as enterobactérias tém sido
documentadas como sendo importante fonte de infecgdes do trato urinario,
endocardite e septicemia (YAZICI et al., 2004). No estudo realizado por
Pimentel et al. (2002), ndo foram encontradas enterobactérias em amostras de
queijo ralado. Porém, Tornadijo (2001) avaliou amostras de queijos tipo San
Simoén, que é considerado um queijo duro, e encontraram contagens que
variaram de 10? UFC.g™ a 10* UFC.g™. Essas variacdes encontradas podem ser
justificadas pela qualidade do processamento dos queijos e, principalmente, pela

higiene na producéo.
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Gréfico 3 Resultados, em Log UFC.g™, de enterobactérias das amostras de
queijo ralado

A presenca de fungos filamentosos (Grafico 4) em 32% das amostras
indica contaminacdo ambiente e possiveis falhas de higienizagdo no
processamento. Também da indicios de que o produto poderia estar em estado
de deterioracdo, mesmo que ainda ndo visivel. Torkar e Vengust (2008)
analisaram 60 amostras de queijo, na Eslovénia e encontraram fungos
filamentosos em 60% das amostras. Os autores identificaram os géneros
Geotrichum (51,5%), Aspergillus (33,8%), Mucor (5,9%), Fusarium (2,9%) e
Penicillium (2,9%). No Brasil, Prata et al. (2001) analisaram amostras de queijo
parmesdo ralado e encontraram fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium,
Trichosporon, Cladosporium e Mucor. J4 Kure e Skaar (2000) avaliaram 107
amostras de queijo na Noruega e encontraram fungos em 93,6% das amostras e
isolaram fungos dos géneros Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium,
Epicoccum, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Phoma e Ulocladiumem. A

presenca de fungos em alimentos pode ser justificada pela mé& higienizacéo de
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maquinas e do ambiente, e por falhas no processamento. Apesar dos grandes
problemas toxicologicos causados pela producdo de micotoxinas e dos prejuizos
econdmicos causados pela presenca desses microrganismos, existem poucos
trabalhos publicados relacionados a presenca e a identificacdo de fungos
filamentosos presentes em queijo. Na legislacdo brasileira ndo existem
parametros para analise de fungos filamentosos em queijos, 0 que ndo parece
coerente, pelo fato de estes microrganismos serem 0s mais susceptiveis de
sobrevivéncia nestes alimentos de baixa atividade de &gua (aw) e por poderem

estar ligados a contaminagdo ambiente e pelo ar.
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Gréfico 4 Resultados, em Log UFC.g?, de fungos filamentosos das amostras de
queijo ralado
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Os resultados das analises das amostras de requeijdo foram bastante
satisfatérios, em todas as analises. Ndo foi detectada AFM; em nenhuma das
amostras. Para as avaliacbes microbiologicas houve crescimento significativo
apenas para duas amostras; uma amostra apresentou contagem de 10* UFC.g™,
para Staphylococcus spp. e outra amostra apresentou contagens de 10° UFC.g™,
nas analises para enterobactérias. Para fungos filamentosos, ndo houve
contagens significativas. Estes resultados mostram que, para a maioria das
amostras avaliadas, a qualidade do leite e do processamento do requeijdo esta
em boas condigdes. Para as duas amostras que estdo fora do padréo estabelecido
como apto para consumo, pode-se dizer que podem estar ocorrendo falhas nas
boas préaticas de fabricacdo, como ma higienizacdo, contaminacdes cruzadas,

falhas no processamento e/ou falhas dos manipuladores e de armazenamento.
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6 CONCLUSOES

Os resultados da avaliacdo toxicoldgica e microbiolégica indicam que o
queijo ralado comercializado em algumas cidades do estado de Minas Gerais
pode estar deteriorado ou, principalmente, representar um risco a salde dos
consumidores. Difere, assim, do requeijdo, que apresentou, em sua maioria, boa
qualidade microbioldgica e toxicologica.

De maneira geral, os dados apresentados demonstram que ha a
necessidade de uma maior fiscalizagdo em relacdo a aplicacdo das boas praticas
de fabricacdo desses produtos, do controle de qualidade da matéria-prima e das

condigdes higiénico-sanitarias do processamento e da producdo.
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