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EFEITO DO USO DE BIOPOLIMEROS NAS CARACTERISTICAS
MICROBIOLOGICAS DE QUEIJOS MINAS ARTESANAIS DO SERRO

Resumo
Juliano Pinheiro Arrighi Pena
Luzia das Dores de Assis
Samuel Pinto Santos
Dezembro, 2017

Orientador: Professor José Manoel Martins.

O queijo Minas artesanal do Serro € um produto de grande importancia para a cultura
e economia mineira, envolvendo a manutencédo de milhares de familias no campo.
Por ser produzido a partir do leite cru, a maturacao deste queijo € uma das principais
etapas para a sua seguranca, o que tem chamado a atencdo de pesquisadores a
respeito do tipo de tratamento que o mesmo podera receber, com a utilizagdo
inclusive de peliculas bioprotetoras em sua casca para maior protecdo contra
contaminantes. O objetivo deste projeto foi avaliar o efeito do uso de biopolimeros
superficiais nas caracteristicas microbiologicas de queijo Minas artesanal do Serro,
durante a maturacdo. Os biopolimeros foram utilizados em solucéo: konjac (1%) e
guitosano (3%), além do controle. As analises microbiolégicas de mesdfilos aerdbios,
fungos filamentosos e leveduras, numero mais provavel de coliformes totais e
termotolerantes, estafilococos sp. e bactéria laticas. As amostras foram doadas pela
Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro, proveniente do mesmo lote de
fabricacdo de um Unico produtor, em 3 repeticdes, sendo codificadas e reservadas
para analises durante o periodo de maturacao (3, 10, 17 e 24 dias apés fabricacéo),
em umidade relativa do ar variando entre 77% a 82% em temperatura de 13°C + 1.
N&o houve influéncia dos tratamentos (p>0,05) em nenhum dos grupos microbianos
estudados, ao contrario do tempo de maturacao dos queijos que influenciou (p<0,05)
as contagens de mesofilos aerébios, estafilococos sp. e fungos filamentosos e
leveduras no qual observou-se aumento das médias das contagens (p<0,05) a partir
do 10° dia de maturacdo dos queijos, mantendo-se constante nos demais dias de
armazenamento. Observou-se que aos 17 dias de maturacéo, o tratamento 3 diferiu
apenas do tratamento 1, com uma contagem menor (p<0,05) de Lactobacillus sp.,
sendo o Unico tempo para T3 que também apresentou menor contagem (p<0,05)
durante a maturacdo. Para o grupo de Coliformes totais, somente o tempo 17 dias de
maturacdo foi aquele que apresentou maior contagem (p<0,05) em relagcdo aos
demais tempos. Assim, os biopolimeros ndo alteraram as contagens de nenhum dos
grupos microbianos, devendo os mesmos serem estudados com outras hipéteses,
por exemplo variando as suas concentracdes e combinacdes entre si.

Palavras-chave: konjac, quitosano, maturacao.



EFFECT OF THE USE OF BIOPOLYMERS IN THE MICROBIOLOGICAL
CHARACTERISTICS OF CHEESES ARTISANAL MINAS OF SERRO

Abstract
Juliano Pinheiro Arrighi Pena
Luzia das Dores de Assis
Samuel Pinto Santos
December, 2017
Adviser: Professor José Manoel Martins

The artisanal Minas cheese of the Serro is a product of great importance to the culture
and mining economy, involving the maintenance of thousands of families in the
country. Because it is produced from raw milk, this cheese maturation is one of the
main steps for your security, what has caught the attention of researchers regarding
the type of treatment you may receive, through the use of bioprotetoras in films
including your bark p ARA greater protection against contaminants. The objective of
this project was to evaluate the effect of the use of surface microbiological
characteristics polymers of artisan Minas cheese of Serro, during maturation. The
polymers were used in solution: konjac (1%) and Chitosan (3%) of the control. The
microbiological analysis of aerobic mesophilic, filamentous fungi and yeasts, most
probable number termotolerantes coliforms, estafilococos sp. and lactic acid bacteria.
The specimens were donated by the cooperative of rural producers of Serro, from the
same batch of manufacture of a single producer, in 3 repetitions, being encoded and
reserved for analysis during the maturation period (3, 10, 17 and 24 days after
fabrication), in relative humidity ranging between 77% and 82% at temperature of 13°
C = 1. There was no influence of the treatments (p > 0.05) in any of the microbial
groups studied, unlike the time of ripening of the cheeses that influenced (p < 0.05)
aerobic mesophilic counts, estafilococos sp. and filamentous fungi and yeasts in which
it was observed increase of the averages of the counts (p < 0.05) from the 10th day of
maturation of the cheese, remaining constant in the remaining days of storage. It was
observed that the 17 days of maturation, 3 treatment differed only 1 treatment, with a
minor (< p 0.05) of Lactobacillus sp., being the only time for T3 which also showed
lower count (p < 0.05) during maturation. For the total Coliform group, only the time
17 days of maturation was the one that showed the highest score (p < 0.05) compared
to other times. Thus, the biopolymers did not alter the counts of any of the microbial
groups, and should be studied with other hypotheses, varying for example their
concentrations and combinations.

Keywords: konjac, quitosano, maturagao.
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1. INTRODUCAO

O estado de Minas Gerais concentra quase a metade de toda producgéo de
gueijos do Brasil, sendo boa parte dela representada pelos artesanais, produzidos por
pequenos produtores da agricultura familiar. S&o cerca de 30 mil produtores de queijo
artesanal, desses, 10 mil estéo localizados nas principais regiées do estado: Araxa,
Serra da Canastra, Cerrado, Triangulo Mineiro, Serra do Salitre, Serro e Campos das
Vertentes (EMATER/MG, 2017).

O queijo € um alimento com alto valor nutritivo e pode ser armazenado por
um periodo superior ao do leite, com menos riscos de perda do produto. Representa
fonte de alimento e de renda para milhares de familias que encontram nesta atividade
seu principal meio de subsisténcia. A producao artesanal de queijos apresenta, além
das relevantes questdes sociais, grande importancia cultural. A extensdo da
fabricacdo em peguena escala ou caseira, pode ser superficialmente avaliada pela
guantidade de queijos artesanais que se encontra a venda em feiras populares, em
todo o pais, quase sempre vendidos frescos (LIMA, 2005).

A maturacdo € uma das principais etapas do processo de fabricacdo dos
gueijos, pois ela confere todas as caracteristicas sensoriais, devido as
transformacdes fisicas e bioquimicas, que ocorrem pela acdo dos microrganismos ali
presentes, no caso dos queijos artesanais a microbiota “selvagem” ou especificas da
regido a qual séo fabricados é a maior responsavel por estas reacdes. Além de reduzir
a niveis aceitaveis a presenca de microrganismos indesejaveis.

Durante a maturacdo, algumas técnicas para evitar crescimento de
microrganismos indesejaveis podem ser empregadas como por exemplo a utilizacédo
de biopolimeros, onde podem ser utilizadas para o tratamento da casca dos queijos,
evitando trincas, ressecamento e o crescimento de contaminantes.

Os biopolimeros, sdo polimeros ou copolimeros produzidos a partir de
matérias-primas de fontes renovaveis, como: milho, cana-de-acucar, celulose, quitina
e outras. As fontes renovaveis sao assim conhecidas por possuirem um ciclo de vida
mais curto comparado com fontes fésseis como o petrdleo que leva milhares de anos
para se formar (PEREIRA et.al., 2013).

O quitosano é um copolimero biodegradavel constituido de unidades 3 (1-4)-
2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e B (1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
(THARANATHAN e KITTUR, 2003). Ela pode ser definida como uma poliamina linear

1



de alta massa molar com grupos amino livres e hidroxilas reativas, formando solucdes
viscosas de gel, sendo facilmente solivel em solu¢des aquosas da maioria dos acidos
organicos e inorganicos com pH abaixo de 5,5. Nesta condicdo, ha formacdo de um
polimero catibnico através da protonagéo dos seus grupamentos amina (DAMIAN et
al., 2005).

Outro polimero que merece destaque € o Konjak ou glucomanana,
comumente extraida de tubérculos da planta Amorphophallus Konjac C. Koch,
originaria do sudeste da Asia, € um polissacarideo neutro da familia das mananas,
muito abundante na natureza.

A estrutura da glucomanana independentemente da sua origem € composta
por mondmeros D-manose e D-glicose unidos por ligagao p(10J4), porém a relacao
de quantidade destes mondmeros, a massa molecular e o grau de acetilacdo podem
variar de acordo com a origem do tubérculo, processo de extracdo, etc. Para a
glucomanana de Konjac (KGM) a relacdo de manose/glicose € aproximadamente
1,6:1. A quantidade de grupos acetila ligados a cadeia da glucomanana também difere
quanto a sua origem, podendo variar de 5 a 10%. E amplamente aceito que o grau de
acetilacao é responsavel pela solubilidade da glucomanana em agua (CHEN, LI e LI,
2011).

O Konjac é um alimento ndo calorico, possui em sua composicdo a fibra
dietética que nao é digerida, podendo reduzir riscos de diabetes, doencas coronérias,
além de auxiliar na perda de peso.

Estes polimeros tém a finalidade principal de proteger o alimento contra a
deterioracdo microbiana consequentemente aumentando sua vida de prateleira. Sua
aplicacéo é feita em diversos produtos como carnes, ovos, produtos lacteos e frutos.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso superficial de
polimeros nas caracteristicas microbiolégicas de queijo Minas artesanal do Serro,

durante a maturacao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Queijo Minas artesanal do Serro

O estado de Minas Gerais é destaque na producdo de queijos artesanais no
Brasil, colocando cerca 70 mil toneladas por ano no mercado. Sdo quase 30 mil
produtores envolvidos nessa atividade, sendo 1/3 deles presentes nas regifes do
Serro, Cerrado, Serra da Canastra e Araxa, com uma producédo anual de 29.005

toneladas em 46 municipios, gerando 26.792 empregos diretos (EMATER, 2017).

A producéo do queijo artesanal do Serro teve inicio no periodo colonial, época
em que mineiros da regido comecaram a colocar em prética as herancas deixadas
pelos Portugueses. No século XVIII, época do garimpo, 0s garimpeiros, naturais de
Portugal, a procura de ouro, comecaram a produzir queijos com 0S Processos
semelhantes aos queijos Serra da Estrela. A principio, os queijos artesanais eram
produzidos somente para consumo préprio, mas pela dificuldade de acesso as
fazendas, os queijos eram armazenados e melhor conservados quando faziam uso
do soro fermento, denominado pingo (MUNDO DO LEITE, 2003).

O pingo é uma cultura enddgena, resultante do final da dessoragem da massa
de queijo ja salgada, sendo retirado para a producao do dia seguinte. Seu uso pode
contribuir com a inibicdo de diversas fermentacdes indesejaveis e podera conferindo
ao queijo caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas especificas (FERREIRA,
2002).

Em relacdo aos queijos industrializados, o queijo do Serro possui algumas
caracteristicas parecidas com o Minas Padréo, sendo classificado como uma de suas
variedades. Ele é cilindrico, com 14 cm de diametro, altura variando de 4 a6 cme a
sua elasticidade e resisténcia depende do tempo em que o queijo teve de maturacao
(FURTADO,1980).



2.2. Processo de fabricacao

O queijo do Serro é da categoria artesanal, devendo seguir normas de
processamento estabelecidas em legislacao, fabricado a partir de leite cru, produzido
por pequenos produtores rurais, sem quaisquer utilizacbes de técnicas industriais
(MINAS GERAIS, 2002)

O leite deve, imediatamente apds a ordenha (pode ser manual ou mecénica),
passar por filtracdo realizada através de um filtro ou tecido sintético. Apds esta etapa
o leite é transferido para o tanque de fabricacédo; onde sdo adicionados o pingo e o
coalho. Apdés a coagulacdo a coalhada é quebrada e deixada em repouso por
aproximadamente 5 minutos para que haja o descanso da massa e separacdo do
soro. Em seguida é feita a expulsédo de parte do soro e a enformagem da massa, que
€ prensada manualmente e a salga é realizada em um dos lados do produto. Apés
guatro horas o queijo € virado e adicionado de sal do outro lado; o pingo € coletado
de um dia para o outro, ao final da salga, para ser usado na proxima fabricacdo. Os
gueijos sao retirados da forma, levados a secagem e maturacao por um periodo que
varia de trés a cinco dias, antes da comercializagao (DORES, 2007).

2.3. Alguns microrganismos de interesse em queijos artesanais

Os produtos provenientes do leite, como o queijo, sdo altamente nutritivos,
por isso sao ideais para o desenvolvimento tanto de microrganismos patogénicos
como também microrganismos deteriorantes. Salmonella sp., Bacillus cereus,
Brucella sp., Campylobacter, Escherichia coli (E. coli), Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus (S.aureus) sao alguns exemplos de microrganismos
patogénicos associados a surtos de toxinfecgOes alimentares, nos quais leite e
produtos lacteos foram envolvidos (HAJDENWURCEL, 2012).

2.3.1. Staphylococcus sp.

Os estafilococos podem gerar doencas por possuir facilidade em se multiplicar

e disseminar amplamente nos tecidos. E produtor de substancias extracelulares,



como a enterotoxina, que pode ser um problema de intoxicacdo alimentar. Sua
producéo é através de cepas de S. aureus que se desenvolvem em alimentos que

contém em sua composi¢ao carboidratos e proteinas (HENNEKINNE et al., 2012).

As células de S. aureus sdo eliminadas com facilidade pelos tratamentos
térmicos aplicados nos processos, mas as enterotoxinas produzidas por este
patdgeno sdo termorresistentes, ou seja, resistem a altas temperaturas como por
exemplo a pasteurizacdo que € normalmente o tratamento aplicado ao leite e seus e
derivados (SANTANA et al., 2010).

S. aureus € um patégeno que sempre esta sendo pesquisado em alimentos,
sendo o queijo um dos principais carreadores de toxinfec¢do alimentar. A presenca
desses patdgenos no queijo esta diretamente envolvida com a aplicacéo incorreta das
boas praticas de fabricagdo do mesmo (REIBNITZ, TAVARES e GARCIA, 1998).

2.3.2. Grupo Coliformes

A presenca de coliformes nos queijos esta diretamente relacionada com a
gualidade do leite. Estes microrganismos provocam alteracbes no leite, como
degradacéao das gorduras, além de tornar o alimento impréprio para o consumo. Este
grupo de microrganismos pode se tornar um veiculo de doencgas, e sendo possivel
sua contaminagao em qualquer etapa do processo de fabricacdo do queijo artesanal
(OLIVERA et al., 1998).

O grupo dos coliformes totais engloba as bactérias na forma de bastonetes
gram-negativos, ndo esporulados, aerébios ou anaerébios facultativos, capazes de
fermentar a lactose levando a producdo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C (SILVA,
JUNQUEIRA e SILVEIRA, 2017).

A definicdo de coliformes a 45°C teve como objetivo selecionar os coliformes
de origem intestinal humano e de animais de sangue quente e inclui ao menos trés
géneros: Escherichia, Enterobacter e Klebsiella, (JAY, 2005). Sabe-se que algumas
dessas cepas nao sao de origem fecal. Este é o motivo da determinacéo de coliformes
a 45°C em alimentos possuir menor importancia, ou seja, € menos representativa

para indicar a presenca de contaminacdo fecal do que a enumeracao direta de



Escherichia coli, que pode ser introduzida nos alimentos a partir de fontes ndo-fecais
(SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 2017).

2.3.3. Bactérias lacteas

Com papel importante no desempenho da fermentagédo de alimentos, as
bactérias lacteas ndo contribuem somente com o desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais desejaveis, elas também ajudam na conservacdo e aumenta o valor
nutritivo da matéria-prima (MAGRO, CORBACHO e SORRIBES, 2000).

As bactérias lacteas produzem alguns agentes antimicrobianos, podendo
reduzir a contaminacdo por microrganismos deteriorantes ou mesmo patogénicos
(CARR; CHILL e MAIDA, 2002).

A acidificacao € um fator primario na preservacao de produtos de fermentacéo
latica. Todavia, outros compostos, como o diacetil, diéxido de carbono, peroxido,
etanol e bacteriocinas, podem exercer acdo inibitéria sobre diferentes grupos
microrganismos (HELANDER, VON WRIGHT e MATTILA-SANDHOLM, 1997). Essa
atividade ocorre devido ao aumento competitivo com outros microrganismos nos
alimentos, intensificado pelos efeitos inibitérios de seus metabdlitos (MARTINIS,
ALVES e FRANCO, 2003). Sua principal producéo, o &cido latico, associado aos
outros acidos, como acético e propidnico, produz no alimento uma acidez que nao é
propicia para multiplicacdo e sobrevivéncia de bactérias gram-positivas e negativas,
bem como de fungos e leveduras (GUERRA e BERNARDO, 2001).

Bactérias laticas possuem papel importante no desenvolvimento das
propriedades organolépticas de alimentos fermentados. Por meio da inducédo de
grande parte das enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, as bactérias laticas
promovem transformagfes em nutrientes fundamentais dos produtos agricolas em
compostos com propriedades organolépticas complexas. Estas transformacdes
permitem que as bactérias laticas alterem as estruturas e o aroma dos alimentos
fermentados e contribuem para o0 desenvolvimento das suas qualidades
gastrondmicas (JAY, 2005).



2.3.4. Fungos Filamentosos e leveduras

Os fungos filamentosos que sao provenientes, principalmente do solo e do ar,
podem indicar falhas na higiene do ambiente e ainda produzir micotoxinas capazes

de ocasionar sérios problemas a saude do consumidor (JAY, 2005).

Fungos alteram alimentos, pois produzem enzimas que hidrolizam proteinas,
lipideos e carboidratos, dando origem a uma série de produtos dessa degradacéo,
gue promovem modificagdo na coloracdo, aparéncia desagradavel, perda de sabor e
também producéo de metabdlitos tdxicos, conhecidos como micotoxinas, tornando os
improprios para o consumo (FRANCO E LANDGRAF, 1996). Quando os produtos tém
um alto teor de agua e sdo armazenados sob alta umidade, eles tendem a se
deteriorar pela acdo de bactérias e leveduras. A deterioracdo por bolores ocorre mais
facilmente quando a superficie do produto se torna seca ou quando este €
armazenado sob condicdes que ndo favorecem o crescimento de bactérias ou
leveduras (JAY, 2005).

A presenca de fungos filamentosos (bolores) e leveduras viaveis em numero
elevado podem indicar deficientes condi¢ces higiénicas de equipamentos, falhas no
processamento e/ou armazenamento, além de matéria prima excessivamente
contaminada. Na legislagcdo brasileira ndo possuem limites de bolores e leveduras
para os queijos Minas frescal, coalho, colonial, tipo Minas e requeijao marajoara
(LOURENCO e SOUSA, 2005).

2.4. Maturagcéo dos queijos

A maturacdo € uma fase de transformacbes fisicas, quimicas e
microbiolégicas, que ocorre no queijo tanto na periferia como no interior, sob a acéo
de enzimas lipoliticas e proteoliticas, sendo a maioria de origem microbiana, por meio

de fenbmenos complexos, podendo variar de um queijo para o outro (PERRY, 2004).

Os compostos resultantes da maturacdo como os aminoacidos, aMinas,
acidos, tiois, tioésteres de proteinas, acidos graxos, metilcetonas, lactonas, ésteres

de lipideos, acidos organicos, como o latico, acético e propidnico, didxido de carbono,



esteres e alcoois de lactose, sdo 0s responsaveis pelas caracteristicas sensoriais de
cada tipo de queijo (FOX,1993).

A lipolise ocorre no queijo em decorréncia da acado das enzimas, que
possuem importancia na producdo de aroma. Em alguns queijos a lipdlise nao é
longa, sendo mais significativa em queijos produzidos por meio de leite cru. Estas
enzimas podem ser naturais do leite, dos microrganismos enddégenos, ou do proprio
fermento adicionado, pode ser de preparacdes enzimaticas usadas durante a
fabricacdo, oriundas de produtos como acidos graxos volateis de cadeia curta que

incluem o butirico, capréico, caprilico e caprico (FOX,1993).

Por sua vez, a protedlise € o principal processo bioquimico que ocorre durante
a maturacdo da maioria dos queijos. Ela provoca a degradacdo das proteinas
presentes tendo como resultado produtos mais soluveis (SOUSA; ARDO e
McSWEENEY, 2001).

A protedlise ajuda nas transformacdes que ocorrem ha textura, através da
quebra da rede proteica, abaixamento da atividade de agua, formacdo de novas
ligacbes com os grupos carboxilas e aMinas liberados e, com o aumento do pH,
principalmente para diversos queijos maturados por fungos, facilitando a liberacdo de
compostos aromaticos. A protedlise possui contribuicdo direta no sabor devido a
formacdo dos peptideos e aminoacidos livres (SOUSA, ARDO e McSWEENEY,
2001). Um fator que afeta diretamente a protedlise é a quantidade de sal, provocando
inibicdo das bactérias laticas e consequentemente inibicdo de producdo de enzimas
proteoliticas (KINDSTEDT, 1993).

2.5. Biopolimeros

Os polimeros, do qual a producéo é estimada na ordem de 180.000.000 t/ano,
tem importancia primordial na sociedade moderna, pois esta presente em quase todos
0s setores da economia presente como: medicina, agricultura, construgao civil,
embalagens e eletroeletronicos (PRADELLA, 2006).

O quitosano, um biopolimero derivado da quitina por desacetilacdo em meios

alcalinos, é produzido a partir de cascas de crustaceos, nao é toxico, € biocompativel



e muito util para embalagem de alimentos, além de ser um dos mais abundantes
amino polissacarideos existentes no ambiente. Possui caracteristicas biodegradaveis
e suas propriedades antimicrobianas em conjunto com a cationicidade e as
propriedades formadoras de filme, torna-se uma excelente embalagem contra a
contaminacao por microrganismos. Uma das razdes da caracteristica antimicrobiana
da quitosana é o0 seu grupo amino com carga positiva, o qual interage com as
membranas das células microbianas carregadas negativamente, levando a disperséo
dos constituintes protéicos dos microrganismos (ELSABEE E ABDOU, 2013).

O filme de quitosano tem como funcdo proteger o alimento contra
deterioragdo por microrganismos, aumentando assim sua vida de prateleira. Estes
filmes ja estdo sendo utilizados como cobertura em carnes, ovos, produtos lacteos e
frutos (CHIEN, SHEU e YANG, 2007).

Altieri et al. (2005) ao estudar eficiéncia antibacteriana da quitosana em queijo
mussarela constataram que a quitosana inibiu o crescimento de microrganismos
Gram positivos, como Streptococcus. Constataram ainda, que a presenca deste
polissacarideo néo influenciou o crescimento das bactérias acidolaticas, ao contrario,
ocorreu um sutil estimulo com relagcdo a sua multiplicacao, demonstrando assim, que
0 uso de quitosana seria uma opcao vantajosa para estender a vida de prateleira

deste alimento em termos tecnoldgicos e econdmicos.

De acordo com Gao e Nishinari, (2004) glucomanana € um polissacarideo
neutro, extraida de tubérculos de Amorphophallus konjac C. Koch, planta tipica do

sudeste asiatico e muito abundante na natureza.

A sua extracao é por meio da lavagem dos tubérculos. Logo apds a lavagem
realiza-se o corte em forma de fatias, promovendo em seguida a secagem. O konjac
€ estimado como um alimento ndo calorico, possui fibra dietética ndo digerivel
conseguindo até mesmo reduzir o risco de diabetes, doencgas coronarias e também
auxilia na perda de massa gorda (NISHINARI, 2000).

Marin (2006) apresenta resultados significativos para selagem de alface
americana minimamente processada com filme biodegradavel de amido de mandioca.
O produto apresentou uma boa qualidade sensorial, baixa contaminacdo

microbiolégica e vida atil adequada para o tipo de produto.



3. OBJETIVOS

3.1. Geral:

Avaliar o efeito do uso superficial de biopolimeros nas caracteristicas

microbioldgicas de queijo Minas artesanal do Serro, durante a maturacao.

3.2. Especificos:

- Realizar analises microbiolégicas de queijo Minas artesanais do Serro revestidos

com biopolimeros;

- Verificar o efeito do uso de biopolimeros nas contagens microbiolégicas de queijos

Minas artesanais do Serro maturados em condi¢des controladas;

- Avaliar o efeito do uso de biopolimeros em queijos Minas artesanais do Serro

durante a maturacdo em condicfes controladas.
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4. MATERIAL E METODOS

As analises dos queijos foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Instituo Federal

de Educacao Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais, Campus Rio Pomba.

4.1. Definicdo e coleta das amostras

As amostras de queijos Minas artesanais, proveniente de um anico produtor
e mesmo lote de fabricacéo, para cada uma das trés repeti¢cdes, foram doadas pela
Cooperativa de Produtores Rurais do Serro, totalizando 30 amostras. As peliculas
foram doadas pelo Instituto Politécnico da Guarda — Guarda, Portugal.

Foram utilizados 3 tratamentos diferentes: 1) controle (sem uso de polimero);
2) uso do polimero quitosano (3% em solugdo aquosa); e 3) uso do polimero konjac
(1% em solugdo aquosa). As amostras foram codificadas, revestidas pelos
biopolimeros (T2 e T3) e reservadas para analises durante o periodo de maturagao
nos seguintes tempos 3, 10, 17 e 24 dias apos fabricacdo, utilizando-se BOD como
ambiente de maturagcéo, com umidade relativa do ar (URA) variando de 77% a 82%
e temperatura de 13 + 1°C.

4.2. Preparo das peliculas

4.2.1. Konjac

O konjac foi diluido a 1% em agua destilada e colocado em aparelho agitador
até sua completa solubilizacdo, que durou aproximadamente doze horas e aplicado
com auxilio de espatula. Esta concentracdo foi definida em testes realizados

anteriormente.
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4.2.2. Quitosano

O quitosano foi diluido a 3% em solucédo de acido acético a 1% e colocado
em aparelho agitador até sua completa solubilizagdo que durou aproximadamente
vinte e quatro horas. Esta concentracdo foi definida em testes realizados
anteriormente.

Durante a aplicacéo, com o auxilio de espatula, para a completa formacéo de
pelicula, foi utilizado uma solucéo de tripolifosfato a 8% para auxiliar na precipitacdo

do quitosano quando entrasse em contato com o queijo.

4.3. Analises microbiolégicas

Foram realizadas andlises de contagens para mesoéfilos aerobios, fungos
filamentosos e leveduras, de Estafilococos sp., bactérias laticas, e para coliformes
totais e termotolerantes, pelo método de determinacdo do nimero mais provavel. As
analises de bactérias laticas foram realizadas em meio MRS e M17, respectivamente,

Lactococcus sp. e Lactobacillus sp. de acordo com Silva et al. (2007) e Brasil (2003).

Foram pesadas 25g de cada amostra em partes representativas de pontos

distintos do queijo e homogeneizadas em 225 mL de solucao citrato de sodio a 2,0%.

4.4. Deliniamento experimental

O experimento foi montado segundo o esquema fatorial (3x4) sendo 3
tratamentos e 4 tempos de armazenamento, no delineamento em blocos casualizados
(DBC), com 3 repeticoes.

Os dados foram interpretados por meio da analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando o programa
estatistico SISVAR (sistema de anélise de variancia versao 5.3 (FERREIRA, 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontra-se o resumo da analise de variancia (ANOVA) dos
resultados das contagens de mesofilos aerdbios, Estafilococos sp., fungos

filamentosos e leveduras durante a maturacao.

Tabela 1 — Andlise de variancia (ANOVA) das contagens microbioldgicas (log UFC/Q)
de queijos Minas artesanais da regido do Serro revestidos com biopolimeros durante
a maturacgao.

Quadrado Médio

FV GL MA SA FFL
Tratamento 2 0,1361ns 0,0845ns 0,1610ns
Dias 3 16,1171* 12,0776* 8,0731*
Trat.xDias 6 0,5150ns 0,4227ns 0,0616ns
Bloco 2 4,6988* 1,6790* 2,3160ns
Erro 22 0,6492 0,4843 0,8606

*F significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ns - F N&o significativo a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey. (MA) mesdfilos aerdbios; (SA) Estafilococos
sp.; (FFL) fungos filamentosos e leveduras.

N&o houve influéncia dos tratamentos (p>0,05) em nenhum dos grupos
microbianos estudados, ao contrario do tempo de maturacao dos queijos (p<0,05) que

influenciou as contagens de todos os grupos de microrganismos.

Na Tabela 2 encontram-se as contagens médias de mesofilos aerodbios,
Estafilococos sp., fungos filamentosos e leveduras de queijos Minas artesanais da

regido do Serro revestidos com biopolimeros durante a maturacao.
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Tabela 2 — Média das contagens de mesofilos aerobios, Estafilococos sp. e fungos
filamentosos e leveduras de queijos Minas artesanais da regido do Serro revestidos
com biopolimeros durante a maturacgéo.

Tempo (dias)

(Log UFC/g) 3 10 17 24
Mesofilos aerdbios 551b 7,66a 8,34a 834a
Estafilococos sp. 507b 7,06a 7,16a 7, 71a
Fungos filamentosos e leveduras 574b 7,41a 7,68a 7,75a

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Para os trés grupos microbianos presentes na Tabela 2 observou-se aumento
das médias das contagens (p<0,05) a partir do 10° dia de maturacdo dos queijos,

mantendo-se constante nos demais dias de armazenamento dos produtos.

O grupo de mesofilos aerébios apresentou contagens semelhantes ao grupo
de bactérias do acido latico, principalmente de Lactobacillus sp (Tabela 4), o que pode

ser um indicio deste ultimo estar contido no primeiro.

Ferraz (2016), analisou queijo Minas Artesanal durante seu periodo de
maturacdo e encontrou contagem de mesofilos no oitavo dia de maturacao igual 8,39
log UFC/g, resultado semelhante ao encontrado no presente trabalho entre os dias
17 e 24 de maturacao foi de 8,34 log UFC/g. Isso pode ser justificado devido a relagéo
com as altas contagens de bactérias laticas o que pode interferir na contagem desse

grupo microbiano.

Segundo Matrtins, et al. (2015), queijos maturados sob refrigeracdo podem
apresentar aumento das contagens de mesofilos aerébios nas 3 primeiras semanas
de armazenamento, havendo reducdo gradativa das contagens ao longo da

maturacao.

Martins et al. (2015) estudaram queijos artesanais da regido do Serro
verificaram que houve diminuicdo das contagens de mesofilos aerdbios a partir de 36
dias com contagem de 8,12 Log UFC/g de maturacéo sobe refrigeracdo e umidade
controlada de 8°C e 77% respectivamente.
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Para Estafilococos sp., Martins et al. (2015) encontraram valores semelhantes
para a contagem inicial verificada no presente trabalho, mas ao contrario do que se
observou, mesmo sob refrigeracdo, as contagens diminuiram ao longo do tempo de
maturagdo. Dessa forma nenhuma das amostras analisadas apresentou valores
dentro dos padrbes da legislacdo (MINAS GERAIS, 2008)

Em relagéo a contagem de Estafilococos sp., foi constatado o aumento
(p<0,05) durante os dias de maturacao dos queijos diferentemente dos resultados das
contagens encontradas no trabalho de Soares (2014), onde n&do houve diferenca
significativa durante o periodo de maturagdo dos queijos atingindo somente 3,51 log
UFC/g no 26° dia de armazenamento.

Trabalho realizado por Tun¢ e Hos (2012), em gqueijos maturados observou
gue houve reducdo nas contagens de Estafilococos sp. ap6s uma semana de

maturacdo, mantendo em declinio até 63 dias.

As contagens de fungos filamentosos e leveduras variaram entre 7,0 x 10* a
5,2 x 108 UFC/g. Elevadas contagens de fungos em queijos de baixa maturacéo
podem comprometer a qualidade visual do produto, uma vez que fungos filamentosos

e leveduras sao potenciais deterioradores.

O aumento das contagens de fungos filamentosos e leveduras a partir do 10°
dia de maturacao pode ser justificado pela natureza deste grupo microbiano, que pode
estar presente na maioria dos ambientes de maturacdo de queijos, povoando
principalmente a sua casca, onde encontram condi¢cdes favoraveis de crescimento,

em razado do pH, umidade e atividade de agua.

Santos e Silva (2014), encontraram em valores médios estimados de 6,5 x
108 UFC/g (estimado) de fungos e leveduras em amostras de queijos Minas

artesanais coletados em feiras situadas no Distrito Federal.

De acordo com a andlise de variancia para o grupo das bactérias do acido

latico, ndo houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentos aplicados (Tabela 3).
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Tabela 3 — Andlise de variancia (ANOVA) das contagens Lactococcus sp. e
Lactobacillus sp. (log UFC/g) de queijos Minas artesanais da regiao do Serro
revestidos com biopolimeros durante a maturacao.

Quadrado Médio
FV GL Lab Lac
Tratamento 2 0,0966ns 0,0670ns
Dias 3 3,0881* 0,8108ns
Trat.xDias 6 0,8700* 0,5358ns
Bloco 2 1,7565* 2,0839ns
Erro 22 0,2651 0,6214

*F significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ns - F N&o significativo a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Lab) Lactobacillus sp.; (Lac) Lactococcus

sp.
Todavia, houve diferenca (p<0,05) para interacdo tempo x tratamento
(p<0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 — Média das contagens de Lactobacillus sp. (log de UFC/g) em queijos
Minas artesanais da regido do Serro durante a maturacao.

Tempo (dias)

Tratamentos
3 10 17 24

Controle

8,91 aA 7,21 bA 8,69 aA 8,07 abA
Quitosano

8,91 aA 7,20 bA 7,81 abAB 8,62 aA
Konjac

8,91 aA 8,11 bA 7,42 bB 7,72 aA

Médias seguidas pela letra mindscula na linha e letra maidscula na coluna nédo
diferem entre si ,pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Aos 17 dias de maturacdo, o biopolimero konjac se diferiu apenas do

tratamento controle, com uma contagem menor (p<0,05) de Lactobacillus sp.

Para o tratamento controle, os tempos 3 e 17 dias diferem do décimo dia de
maturacdo. J& o biopolimero quitosano apresentou diferenca (p<0,05) entre os dias
10 e 3, e 10 e 24 durante a maturacéo. Por fim o biopolimero konjac apresentou

diferenca para os tempos 3 e 17, e 17 e 24 dias de maturagéo.

Sobral et al. (2012), usaram a nisina no processo de fabricagcdo de queijo
Minas artesanal, obtendo diferenca (p<0,05) em seus tratamentos, mas com aumento

crescente de Lactobacillus sp. até 50 dias de maturacdo. Somente apos esse tempo

16



€ gue as médias das contagens foram diminuindo. Foi observada uma alta incidéncia
de Lactococcus sp. no inicio da maturacdo, com uma queda brusca apés 10 dias,

constante aumento até 20 dias e queda posterior até 60 dias de maturagéo.

Altieri et al. (2005) ao estudar eficiéncia antibacteriana da quitosano em queijo
mussarela constataram que a quitosana inibiu o crescimento de microrganismos
Gram positivos, como Streptococcus. Constataram ainda, que a presenca deste
polissacarideo nao influenciou o crescimento das bactérias acido laticas, ao contrario,
ocorreu um sutil estimulo com relacédo a sua multiplicacdo, demonstrando assim, que
0 uso de quitosano seria uma opgao vantajosa para estender a vida de prateleira

deste alimento em termos tecnoldgicos e econdmicos.

Na Tabela 5 encontra-se o resumo da analise de varidncia das médias das
determinacdes de coliformes totais e termotolerantes em log NMP/g, nos tempos 3,
10, 17 e 24 dias de armazenamento.

Tabela 5 — Andlise de variancia (ANOVA) da determinagdo de nimero mais provavel
de coliformes totais e termotolerantes (log NMP/g) de queijos Minas artesanais d
regido do Serro durante a maturagao.

Quadrado Médio

FVv GL . . Coliformes
Coliformes totais
termotolerantes

Trat. 2 0.1239ns 0.0735ns
Dias 3 4.2692* 1.2977ns
Trat. x Dias 6 0.3331ns 0.3562ns
Bloco 1 0.0384ns 3.8400ns
Erro 11 0.3914 0.5616

*F significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ns - F N&o significativo a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Nao houve influéncia dos biopolimeros (p>0,05) no nimero mais provavel de
coliformes totais e termotolerantes das amostras de queijos Minas artesanais do
Serro. O numero mais provavel de coliformes totais foi afetado apenas pelo tempo
de maturacao (p<0,05). O numero mais provavel de coliformes termotolerantes no

presente trabalho foi 1,08 x 102 NMP/g, estando fora dos padrdes da legislacéo.

O tempo exerceu influéncia somente na contagem de coliformes totais (p<0,05)

dos queijos Minas artesanais da regido do Serro (Tabela 6).
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Tabela 6 — Média das contagens de coliformes totais (log NMP/g) de queijos Minas
artesanais da regido do Serro durante a maturacéao.

Coliformes .
totais Tempo (dias)
3 10 17 24
Log NMP/g 2,44 A 2,77 A 3,93B 1,94 A

Médias seguidas pela mesma letra na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Para o grupo de Coliformes totais, somente o tempo 17 dias de maturacéo foi
aguele que apresentou maior contagem (p<0,05) em relacdo aos demais tempos,
estando o mesmo fora dos padrdes da legislacdo para queijos de leite cru. Somente
os tempos 3 e 24 dias foram aqueles que apresentaram valores dentro dos padroes

legais.

Resultados semelhantes para coliformes totais foram encontrados por Soares
(2014), que ao avaliar queijo Minas padrdo encontrou que as contagens médias
diminuiram a partir do primeiro dia, e aumentaram no décimo dia de maturacéo e apés

os doze dias de maturacao diminuia constantemente.

Em contrapartida, MELO (2013), observou diminui¢do de coliformes totais em
gueijos artesanais Serrano Apos 30 dias de maturacao, provavelmente devido ao

aumento de acidez no produto e reducéo da atividade de agua.
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6. CONCLUSAO

Os biopolimeros utilizados ndo exerceram efeitos na reducdo das contagens
microbianas contaminantes dos queijos. Entretanto, ndo influenciaram na contagem

de bactérias do acido latico.

Outros estudos sao sugeridos para se avaliar o efeito destes biopolimeros em

concentracdes diferentes durante a maturacédo dos queijos Minas artesanais.
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