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ABSTRACT

Thirty-one different samples of “Minas Frescal” handmade
cheese, obtained at open markets in municipalities of the State of Sao
Paulo (Bady Bassitt, Bauru, Mirassol, Potirendaba and S&o José do Rio
Preto), were submitted to the following microbiological analyses:
Staphylococcus aureus count, determination of the Most Probable Number
(MPN) of total and fecal coliforms, analysis for the presence of Escherichia
coli, Salmonella sp and Listeria monocytogenes, according to Brazilian
food safety regulations. Analyses also included mesophil aerobic bacteria
count (total of viable strict and facultative aerobic microorganisms) and the
enumeration of yeast and mold. One hundred fifty-five yeast cultures were
isolated from the samples. They were submitted to taxonomic,
morphological, and physiological tests, and to carbon source assimilation
tests, as well. Furthermore, the cultures were also tested for resistance to
the food preservatives sodium benzoate and potassium sorbate in
different concentrations, and for sensibility to thermal treatment. According
to the results obtained, 30 samples (96.80%) of “Minas Frescal” cheese
were observed to not to comply with one or more standards set by the
Brazilian regulations. The results of the taxonomic tests showed the
occurrence of 4 types of yeast: Candida edax represented by 59 cultures
(38.06%); 2 species of Cryptococcus, i.e., Cryptococcus albidus, 3

cultures (1.94%), and Cryptococcus laurentii, 7 cultures (4.52%);



Debaryomyces hansenii, var. fabryii, represented by 85 cultures (54.84%);
and Saccharomyces cerevisiae, one culture (0.64%). In some cases,
yeasts of the same species were observed to differ in one or more
characteristics of the standard description.

As regards to the behavior of cultures in face of the
preservatives, all of them were verified to be sensitive to sodium benzoate
at concentrations of 0.1, 0.2 and 0.4% and to potassium sorbate at 0.05,
0.1, 0.2 and 0.4%. Concerning thermal treatment, the results obtained
showed that from the 155 yeasts isolated (100.00%) only 21 (13.55%)
were resistant to treatment. Of these, 8 (38.10%) are represented by
Candida edax, one (4,76%) by Cryptococcus albidus, 2 (9.52%) by
Cryptococcus laurentii, and 10 (47.62%) by Debaryomyces hansenii, var.

fabryii.



RESUMO

Trinta e uma diferentes amostras de queijo tipo “Minas
Frescal” fabricadas artesanalmente, obtidas de feiras livres em municipios
do Estado de Sao Paulo (Bady Bassitt, Bauru, Mirassol, Potirendaba e
Sao José do Rio Preto), foram submetidas as seguintes analises
microbiolégicas: contagem de Staphylococcus aureus, determinagao do
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e fecais, pesquisa de
Escherichia coli, Salmonella sp e Listeria monocytogenes, de acordo com
a legislacao brasileira, incluindo ainda a contagem de bactérias aerdbias
mesdfilas (total de microrganismos aerébios estritos e facultativos viaveis)
e a enumeracao de bolores e leveduras. Das amostras, foram isoladas
cento e cinquenta e cinco culturas de leveduras que foram submetidas as
provas taxonémicas, morfoldgicas, fisiolégicas e de assimilagdo de
diversas fontes de carbono. Além disso, as leveduras foram também
testadas quanto a resisténcia aos conservantes alimenticios benzoato de
sodio e sorbato de potassio em diferentes concentragdes, assim como
com relacdo a sensibilidade ao tratamento térmico. De acordo com os
resultados obtidos, observou-se que trinta (96,80%), das trinta e uma
amostras de queijo tipo “Minas Frescal”’, apresentaram-se em desacordo
com um ou mais padroes da legislacdo brasileira. Os resultados das
provas taxondmicas demonstraram a ocorréncia de quatro géneros de

leveduras, a saber: Candida edax representada por cinqlienta e nove



culturas (38,06%), Cryptococcus, duas especies, ou seja, Cryptococcus
albidus por trés culturas (1,94%) e Cryptococcus laurentii por sete
(4,52%), Debaryomyces hansenii var. fabryii representada por oitenta e
cinco (54,84%) e Saccharomyces cerevisiae por uma (0,64%). Observou-
se que as leveduras de mesmas espécies, em alguns casos, diferiram em
uma ou mais caracteristicas da descrigao padréao.

Em relacdo ao comportamento das mesmas frente aos
conservantes, verificou-se que todas foram sensiveis ao benzoato de
sédio nas concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4% e ao sorbato de potassio a
0,05; 0,1; 0,2 e 0,4%. Para a sensibilidade ao tratamento térmico os
resultados obtidos demonstraram que das cento e cinquenta e cinco
leveduras isoladas (100,00%) apenas vinte e uma (13,55%) foram
resistentes a tal tratamento. Destas, oito (38,10%) estdo representadas
por Candida edax, uma (4,76%) por Cryptococcus albidus, duas (9,52%)
por Cryptococcus laurentii e dez (47,62) por Debaryomyces hansenii var.

fabryii.



1. INTRODUGCAO

O queijo “Minas Frescal” pode ser definido como produto
fresco obtido por coagulagdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com agao de
bactérias lacticas especificas (Brasil, 1997). Este deve ser ingerido
geralmente nos primeiros quinze dias apos a fabricagéo por tratar-se de
um alimento perecivel (Gurgel et al., 2000).

O tradicional queijo “Minas” & produzido no Brasil desde o
periodo colonial; sua fabricagdo originou-se no Estado de Minas Gerais,
com procedimentos caseiros desenvolvidos, principalmente, na cidade do
Serro e na regido da Serra da Canastra. A comercializagao deste tipo de
produto é mais acentuada nas zonas leiteiras da regido Sul e Sudeste.
Nos segmentos produtor e consumidor, o queijo “Minas” assume um
carater cultural constituindo-se, inclusive, produto de promogdes turisticas
em esténcias hidrominerais (Silva & Castro, 1995).

O consumo de leite e derivados lacteos € expressivo no
pais, sendo que o de queijo € de 2,3 quilos per capita ao ano. O Estado
de Minas Gerais € o maior produtor, com cerca de duzentas e quinze mil
toneladas por ano, o que corresponde a 50% da producdo nacional
(Martins, 2001). O consumo do queijo tipo “Minas” representa 16% em
relacdo as outras variedades (Vilela et al., 2001).

Em Minas Gerais, a produgédo de queijos a partir de leite

cru é uma atividade tradicional de varios municipios, que possui grande



importancia na economia e identidade socio-cultural do Estado, aléem de
ser a principal atividade geradora de renda destas regides (Furtado,
1980). Cerca de cento e vinte mil empregos diretos e quarenta mil
indiretos sdo gerados. E produzido em quinhentos e dezenove dos
oitocentos e vinte e trés municipios mineiros, numa cadeia que reune
aproximadamente vinte e sete mil pequenos e meédios produtores
(Martins, 2001).

O aumento da producédo leiteira, durante o periodo da
safra, € acompanhado da queda de precos do leite e do queijo. O setor
industrial, diante deste quadro, utiliza como alternativa para reduzir os
custos de produgdo a politica das quotas, pagando menos pela matéria-
prima excedente. Contudo, a solugdo adotada pela industria reduz a
renda do produtor, o qual passa a utilizar alternativas diversas para
contornar o problema e suprir suas necessidades econdmicas. Assim, o
leite excedente é destinado para a fabricacdo artesanal de produtos
lacteos com predominancia do queijo “Minas Frescal’ (Pinto, Germano &
Germano, 1996).

No Brasil, os laticinios identificam-se de maneira geral, com a
elaboragao de principalmente quatro tipos de produtos, ou seja, leite
pasteurizado, em po, queijos e produtos especiais, como iogurtes e
sobremesas. Cabe, em geral, as industrias menores a produgdo dos

queijos “Minas” e Mussarela, enquanto que as maiores dedicam-se a



fabricacdo de produtos lacteos mais sofisticados, direcionados ao
mercado de maior poder aquisitivo (Junior, 1984).

A origem do queijo “Minas” artesanal remonta ao século
XVIII, durante a chamada “corrida do ouro” quando houve um grande
afluxo de pessoas para o interior mineiro. Por esta ocasido, o0s
portugueses teriam iniciado a fabricacdo de um queijo semelhante ao
oriundo da Serra da Estrela em Portugal, que tornou-se a base para o
desenvolvimento do produto mineiro (Vargas, Porto & Brito, 1998).

O processo de fabricagao caseira pouco se alterou ao longo do
tempo, ndo acompanhando a crescente demanda pela seguranga
higiénico-sanitaria dos alimentos por parte dos mercados consumidores
interno, externo e dos 6rgéaos fiscalizadores oficiais. O seu processo de
fabricacdo, mantém as mesmas técnicas antigas que foram transmitidas
de pai para filho na regido do Serro. Algumas mudangas em relagao a
metodologia inicial referem-se basicamente ao tipo de coalho que antes
era obtido de estdbmago de bezerros, cabritos ou tatus e hoje é industrial
(Faria et al., 2002).

O processamento industrial do queijo “Minas Frescal” é constituido
resumidamente das seguintes etapas: pasteurizagao do leite, coagulagao,
corte, dessora, enformagem, salga, embalagem e refrigeracdo. Cada uma
destas fases deve seguir normas operacionais pré-estabelecidas, de
maneira a impedir que negligéncias ou falhas técnicas, permitam a

contaminacgao do produto (Vieira & Neto, 1982).



O queijo se apresenta como uma rica fonte de proteina de
alta qualidade, possui alto percentual de gordura e calcio, contém fésforo,
riboflavina e vitamina A (Camara et al., 2002).

O queijo artesanal produzido sem controle sanitario e a
partir de leite cru, este produto ndo recebe qualquer tratamento com o
objetivo de diminuir a carga microbiana e de eliminar patdégenos, caso
presentes, sendo exposto ao consumo com qualidade duvidosa e
potencialmente capaz de conter agentes causadores de doencgas
veiculadas por alimentos (Florentino & Martins, 1999). No entanto, devido
a simplicidade de sua producgao, este tipo de queijo que € vendido em
feiras livres e outros estabelecimentos comerciais, € de fabricagao
caseira, utilizando geralmente o coalho (Peresi et al., 2001).

Apesar de ser um queijo tipicamente brasileiro, com
grande popularidade, aceitagdo, consumo e produgao em quase todo o
pais, a falta de fiscalizagao adequada, na sua elaboracéao, tanto industrial
como artesanal, pode resultar em um produto sem padrao de qualidade.
As industrias de laticinios apresentam grande interesse na fabricagao do
queijo “Minas Frescal”’, resumido em trés topicos: alto teor de umidade,
rendimento e grande aceitabilidade no mercado consumidor (Gurgel et al.,
2000).

A maioria dos queijos frescos tipo “Minas Frescal” consumidos pela
populacdo brasileira € proveniente de fazendas onde o acesso ao leite

recém ordenhado é facil e onde podem também ser fabricados. Este



produto geralmente nao recebe nenhum tratamento para reduzir sua
carga microbiana. Esta condicdo se agrava se nao houver higiene durante
a elaboragdo do mesmo e se for transportado ou armazenado sem
refrigeragao (Behmer, 1984).

O leite por sua riqueza nutritiva, constitui uma excelente
fonte da transmissdo de importantes zoonoses ao homem, tornando-se
necessario que o0 mesmo seja produzido e comercializado para o
consumo humano em condi¢gées de seguranga e sem riscos para a saude
publica. De um modo geral, € obtido em mas condigbes higiénico-
sanitarias, apresentando altas contagens de microrganismos,
constituindo-se em um risco a saude do consumidor, principalmente
quando consumido sem tratamento térmico (Tindco et al., 2002).

A elaboracdo do queijo “Minas”, utilizando-se de procedimentos
empiricos ou artesanais de fabricacdo, € consequéncia também dos
custos elevados dos equipamentos industriais. Por outro lado, em geral, a
matéria-prima usada, do ponto de vista higiénico-sanitario, ndo é de boa
qualidade. Além disso, a mao de obra é desqualificada e nao existe
nenhum tipo de controle sobre a qualidade do produto final (Santos,
1982).

A contaminagao microbiana de queijos assume destacada
relevancia em saude publica ao se considerar que bactérias

enterotoxigénicas e patogénicas como Staphylococcus aureus, Listeria sp



e Salmonella sp sdo comumente encontradas em derivados lacteos (Sena
et al., 1999).

As leveduras, sdo agentes potenciais de deterioragao,
sendo uma das consequéncias do seu desenvolvimento no produto a
elevacdo do pH, criando condicbes para o crescimento de outros
microrganismos, inclusive patogénicos, desde que atinja valores
superiores a 4,5. As mesmas desenvolvem turbidez, floculagéo, pelicula e
deposito. Elas podem ainda degradar acidos organicos, promovendo o
aumento de pH e formar o acetaldeido contribuindo também na
fermentagcdo de acucar (International Commission on Microbiological
Specifications for Foods-ICMSF, 1978).

Para se evitar ou controlar a contaminagao desses
produtos ou mesmo elabora-los com maior seguranga, € necessario
selecionar matérias-primas de boa qualidade, utilizar pasteurizacdo para
reduzir a populagado microbiana, porém com os devidos cuidados para nao
se alterar as caracteristicas inerentes e/ou desejaveis, evitar a
contaminagao pods-pasteurizacdo e ainda, manté-los em temperatura
adequada (ICMSF, 1978).

Em termos industriais devera também ser pratica comum
o monitoramento dos chamados pontos criticos de controle (Figura 1)
para ndao aumentar a chance da ocorréncia de outros contaminantes

(ICMSF, 1978: ICMSF, 1980).



2. OBJETIVOS

2.1.Realizar as analises microbioldgicas prescritas na legislagao
brasileira, assim como a enumeracdo de bolores e leveduras, em
diferentes amostras de queijo tipo “Minas Frescal”,

2.2.ldentificar as diversas leveduras isoladas deste tipo de alimento,

2.3.Verificar a resisténcia das mesmas em relagdo aos principais
conservantes alimenticios permitidos na legislagéo brasileira, e

2.4 Investigar a sensibilidade dessas leveduras frente ao tratamento

térmico.



3. REVISAO DA LITERATURA

A utilizagdo de leite cru para a fabricagao do queijo tipo
“‘Minas Frescal” € preocupante, pois este pode ser uma importante via de
transmissao de inumeros patégenos como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella sp, Shigella sp e Listeria monocytogenes
entre outros (Borelli et al., 2000).

A baixa qualidade higiénica do leite cru, geralmente
decorre da deficiente higiene na ordenha ou ainda conservagao
inadequada do leite ordenhado (Germano & Germano, 1995).

De acordo com pesquisa realizada sobre o leite tipo “C”,
uma das matérias-primas que podem ser utilizadas para a produgao de
queijos, verificou-se que se 0 mesmo nao apresentar qualidade higiénico-
sanitaria satisfatoria, podera ser veiculo de contaminagcdo microbiana,
principalmente se nao for adequadamente pasteurizado (Hoffmann,
Garcia-Cruz & Vinturim, 1994a.; Hoffmann et al., 1994b.; Garcia-Cruz,
Hoffmann & Vinturim, 1994).

As elevadas quantidades de bactérias mesdfilas em
alimentos, podem indicar que os mesmos foram preparados com
matérias-primas altamente contaminadas, que o processamento foi
insatisfatério do ponto de vista sanitario e ainda, que os alimentos foram
estocados em condi¢gdes inadequadas de tempo e temperatura (Leite

Junior et al., 2000). Entretanto, a presenca de altos niveis de mesdfilos



nao € usada para analisar as condi¢gdes sanitarias de produtos lacteos
fermentados, em cujo processamento sao utilizados microrganismos
(Feitosa, 1985).

Dentre o0s principais microrganismos capazes de
ocasionar toxinfecgdes alimentares, podem ser citados o Staphylococcus
aureus (coagulase positiva), produtor de enterotoxina, Salmonella sp e a
Listeria monocytogenes (ICMSF, 1978).

A presenca de Staphylococcus aureus € comumente
detectada em queijos de fabricacdo artesanal, podendo o mesmo
ocasionar riscos a saude humana, de grandes proporgdes, sob o ponto de
vista epidemioldgico, pelo fato de algumas linhagens desta bactéria
produzirem enterotoxinas termoestaveis, sendo cinco imunologicamente
distintas, isto é, A, B, C, D e F que podem provocar toxinfecgoes
alimentares que se manifestam como gastroenterite aguda de curto
periodo de incubacédo (Wendpap & Rosa, 1993)

A ocorréncia de tal microrganismo esta também
relacionada geralmente a pratica de higiene e manipulagdo inadequada
(Reibnitz & Tavares, 1995).

Os coliformes fecais sdo reconhecidos como indicadores
de contaminagdo fecal, ou seja, condicbes higiénico-sanitarias
inadequadas, visto presumir-se que a populagao deste grupo é composta
de Escherichia coli, que tem como seu habitat exclusivo o trato intestinal

do homem e de outros animais, sendo assim a mais importante indicadora



de contaminacéo fecal, ou melhor, aquela que quando presente garante o
contato direto do alimento com as fezes (Guerreiro, 1984).

A presenca de bolores e leveduras em queijos pode ser
atribuida a ma qualidade do produto, maneira inadequada de
armazenamento, refrigeracdo intercalada de longos periodos de
exposigao a temperatura ambiente, sendo que a agua de condensacgao do
refrigerador, favorece ainda mais o crescimento de fungos na superficie
dos queijos (Florentino & Martins, 1999).

Os bolores nestes produtos sdo comuns e podem
representar um problema para o fabricante, durante a maturagdo, bem
como para o varejista e consumidor, durante a estocagem, seja ela
refrigerada ou ndo. O desenvolvimento desses microrganismos sempre foi
considerado indesejavel por causar perdas econbémicas devido a
descoloragao, aparéncia desagradavel, perda de sabor e também por
serem capazes de produzir metabdlitos toéxicos, conhecidos como
micotoxinas (Taniwaki & Van Dender, 1991).

Segundo Rabelo et al. (2001) em exame microbiolégico
de queijo “Minas Frescal”, comercializado em Goias, no periodo de junho
a dezembro de 1999, procedeu-se, em cento e sessenta amostras de
marcas comerciais, analises para Staphylococcus aureus, coliformes
fecais e Salmonella sp. Cento e sete amostras (66,87%) estavam fora dos
padroes legais; dentre estas, trinta e sete (34,58%) apresentaram

Staphylococcus aureus e coliformes fecais acima dos padrdes. Nao foi



detectada Salmonella sp. Os resultados revelaram a baixa qualidade
microbiolégica do queijo “Minas Frescal” comercializado no Estado de
Goias.

Em estudos realizados por Camara et al. (2002) foram
analisadas vinte amostras de queijo tipo “Minas Frescal”, comercializadas
no mercado municipal de Campo Grande, no Estado de Mato Grosso do
Sul, no periodo de outubro a novembro de 2000. Dentre as amostras
analisadas, quatro (20,0%) foram consideradas insatisfatorias por
apresentarem coliformes fecais acima do limite permitido pela legislagao,
onze (55,0%) apresentaram coliformes fecais e Staphylococcus aureus
acima do estabelecido, quatorze (70,0%) contagem de S. aureus acima
de 10° unidades formadoras de colénias (UFC) / g, sendo que onze
(78,6%) delas estavam com valores na faixa de risco, ou seja, com a
possibilidade de ocorrer produgdo de enterotoxina, em quatorze (70,0%)
identificaram a presenca de Escherichia coli, e, apenas duas (10,0%)
foram aprovadas para o consumo humano.

Rapini et al. (2002) realizaram avaliagdes microbioldgicas
de dez amostras de queijo tipo coalho comercializadas em praias
nordestinas, por meio da pesquisa de Salmonella sp, Listeria sp,
Escherichia coli e Staphylococcus sp. Das amostras analisadas, Listeria
nao foi detectada em nenhuma delas, Salmonella sp foi isolada de duas
(20,0%) amostras e Escherichia coli, em apenas uma (10,0%). A

contagem de Staphylococcus sp dos queijos analisados variou de 4,7 x



10* a 2,0 x 10" UFC / g, tendo apresentado uma média de 4,9 x 10° UFC /
g; observaram que 100,0% das amostras apresentaram enumeragdes de
S. aureus acima do nivel maximo permitido (10%). Das dez amostras
analisadas foram isoladas cinquenta linhagens de Staphylococcus, sendo
46,0% de Staphylococcus aureus, 40,0% Staphylococcus coagulase
negativa e 14,0% Staphylococcus sp. Observaram que em contagens de
10* UFC / g de Staphylococcus sp houve producédo de enterotoxinas.

Trinta e trés amostras de queijo “Minas” artesanal
produzido na regido do Serro-MG, foram analisadas com relagao a
qualidade microbiolégica com referéncia a Staphylococcus coagulase
positiva, Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Streptococcus sp. De
acordo com os resultados obtidos trinta e uma amostras (94,0%) de
queijos frescos apresentaram-se improprias para o consumo humano. Em
relacdo a Staphylococcus coagulase positiva, trinta e uma (94,0%),
mostraram contagens acima de 10° UFC / g, sendo que quatorze
amostras (42,4%) apresentaram contagens superiores a 5 x 10° UFC / g.
A estes niveis de contaminacgao ja existe a possibilidade da produgao de
enterotoxina. Nenhuma amostra de queijo “Minas” fresco, apresentou
contaminagdo por Listeria monocytogenes, Salmonella sp ou
Streptococcus sp (Faria et al., 2002).

Em Goias-GO, Nicolau, Kuaye & Mesquita (2001)

pesquisaram vinte e nove amostras de queijo “Minas” produzidas em



laticinios do Estado, encontrando dezessete (58,6%) destas improprias
para o consumo.

Nascimento et al. (2001) avaliaram na regiao
metropolitana de Fortaleza-CE, dezessete amostras de queijo coalho, das
quais dezesseis (94,1%) estavam fora dos padrdes vigentes.

Na contagem de Staphylococcus coagulase positiva,
Vilela et al. (2001), encontraram onze amostras (15,7%) improprias para o
consumo, entre setenta de queijo “Minas Frescal” obtidas de pequenos
laticinios de Juiz de Fora-MG e regido. As contagens de Staphylococcus
sp encontraram-se acima de 10° UFC / g.

Almeida Filho & Nader Filho (2000) verificaram a
ocorréncia de Staphylococcus aureus em oitenta amostras de queijo tipo
“‘Minas Frescal”, comercializado no mercado municipal e em feiras livres
da cidade de Pogos de Caldas-MG. Destas, quarenta (50,0%)
apresentaram contagens de S. aureus acima de 10° UFC / g, valor este
estabelecido como sendo o limite maximo permitido. Os resultados
revelaram que as médias geométricas das contagens de S. aureus,
verificadas entre as amostras de queijo colhidas nos diversos pontos de
venda, apresentaram valores da ordem de 10° UFC / g. Os maiores
valores médios foram observados entre as adquiridas em feiras livres, ou
seja, de 13,1 x 10° UFC / g.

Santos, Nogueira & Cunha (1995) verificaram a qualidade

microbiolégica de cinqlenta e seis amostras de queijo tipo “coalho”



provenientes de diferentes pontos comerciais de Fortaleza-CE, com
relacdo as contagens de bolores e leveduras, coliformes fecais e
Staphylococcus aureus. De acordo com coliformes fecais trinta e oito
amostras (67,9%) apresentaram valores fora dos padrbes, para
Staphylococcus aureus, os resultados mostraram valores acima dos
padroes em trinta e cinco amostras (62,5%). Os produtos analisados
demonstraram valores para bolores e leveduras variando de 1,4 x 10° a
5,2 x 10° UFC / g.

Com o objetivo de avaliar o queijo tipo “coalho” consumido
no Estado da Paraiba foram analisadas quarenta amostras do produto,
submetendo-as a contagem padrao em placas de microrganismos
mesdfilos, bolores e leveduras, presuntiva de Staphylococcus aureus,
determinagcao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
fecais e pesquisa de Salmonella sp. Os resultados estatisticos indicaram,
respectivamente, valores médios de 1,8 x 10" UFC / g; 6,5 x 10° UFC / g;
1,8 x 10° UFC / g; 6,7 x 10° NMP / g; 3,9 x 10* NMP / g. Foi constatada a
presenca de Salmonella em 30,0% das amostras (Florentino & Martins,
1999).

Foram submetidas a andlises microbiolégicas dez
amostras de queijo tipo “Minas Frescal” obtidas de feiras livres da regido
de Sao José do Rio Preto-SP. Com relagao aos resultados obtidos para
bolores e leveduras foi verificada uma variagdo das contagens de 2,9 x

10° a 4,8 x 10° UFC / g; todas as analisadas (100,0%) apresentaram



Staphylococcus aureus fora do padrao estabelecido pela legislagao
vigente, sendo entdo classificadas pela mesma como “produtos
potencialmente capazes de causar enfermidades transmitidas por
alimentos” e portanto “produtos improprios para o consumo humano”.
Quanto a coliformes totais, foi verificada a presenga deste grupo de
microrganismos em todas elas (100,0%) e para fecais dez amostras
(100,0%) apresentaram e confirmaram Escherichia coli, entretanto, s6
uma delas (10,0%), estava em desacordo com o padrédo, podendo ser
entdo classificada como “produto em condicdo higiénico-sanitaria
insatisfatoria”. Oito (80,0%) se apresentaram em desacordo com a
legislagao federal, para Salmonella sp sendo classificadas como “produtos
potencialmente capazes de causar enfermidades transmitidas por
alimentos” e portanto “produtos impréprios para o consumo humano”
(Hoffmann, Silva & Vinturim, 2002).

Na regido central do Estado do Rio Grande do Sul foram
coletadas trinta amostras de queijo colonial, ndo pasteurizado, em
estabelecimentos que comercializam esse produto, ao longo de rodovias,
sendo submetidas as analises microbiolégicas de determinacédo do
numero mais provavel de coliformes totais e fecais, pesquisa de
Salmonella sp, bolores e leveduras, Staphylococcus aureus e de
clostridios sulfito-redutores. Encontraram contaminacbes de coliformes
totais e fecais num indice que variou de < 0,3 a > 1100 NMP / g de

produto. As UFC de bolores e leveduras variaram de < 1,0 x 10* a > 2,5 x



10°. Coldnias de Staphylococcus aureus foram encontradas em onze
amostras e Salmonella sp e clostridios sulfito-redutores nao foram
encontrados em nenhuma delas (Ritter, Santos & Bergmann, 2001).

Em estudo realizado com o objetivo de avaliar, por meio
da pesquisa de Salmonella sp, contagem de Staphylococcus aureus
coagulase positiva, NMP de coliformes totais e fecais, foram coletadas
setenta amostras de diversas marcas comerciais de queijo tipo “Minas
Frescal”’, provenientes de quinze municipios do Estado de Goias. Os
resultados obtidos revelaram que quarenta e trés (61,43%) estavam fora
dos padrbes legais vigentes. Dentre essas, vinte e seis (37,14%) foram
classificadas como “produtos impréprios para o consumo humano” e cinco
(7,14%) como “produtos em condi¢des higiénico-sanitarias insatisfatérias”
devido as contagens de Staphylococcus coagulase positiva. Quanto ao
NMP de coliformes fecais, vinte e duas (2,86%) foram consideradas
“produtos inaceitaveis para o consumo” e oito (11,42%) consideradas
como “produtos em condigdes higiénico-sanitarias insatisfatorias”. Com
relacdo a pesquisa de Salmonella sp ndao houve a presenca desse
microrganismo em nenhuma das amostras analisadas (Vieira et al.,
2001b.).

Mendes, Numeriano & Coelho (1999) avaliaram a
qualidade bacteriolégica de cento e cinco amostras de queijo de “coalho”
comercializadas em Recife, procedentes de quinze municipios

pernambucanos, denominados de A a P, no tocante a Salmonella sp,



Staphylococcus aureus e coliformes. Observaram que 0s queijos
provenientes do municipio C foram os que apresentaram maior indice de
positividade para Salmonella, enquanto os dos municipios J, M, O e P,
nao apresentaram contaminacgao por este microrganismo. As amostras do
municipio C, também apresentaram elevadas contagens de
Staphylococcus aureus, com mais de 50,0% delas com indices superiores
ao limite maximo permitido, de 10° UFC / g. Os queijos produzidos no
municipio A foram os mais contaminados por Staphylococcus aureus
sendo que, aproximadamente 90,0% das amostras se apresentaram fora
do padrdo. Em relacdo aos resultados do NMP de coliformes totais,
verificaram que a maioria apresentou elevados indices, superiores ao
limite maximo discriminado na tabela de McCrady.

Com o objetivo de avaliar a qualidade microbioldgica de
queijos tipo “Minas Frescal” fabricados artesanalmente, obtidos em feiras
livres da regido de Sao José do Rio Preto-SP, Silva et al. (2001)
submeteram vinte e trés amostras as seguintes analises: contagem de
Staphylococcus aureus, determinacdo do NMP de coliformes totais e
fecais, pesquisa de Escherichia coli e de Salmonella sp. Os resultados
obtidos demonstraram que vinte e uma amostras (91,3%) apresentaram
contagens de S. aureus fora do estabelecido na legislagdo sendo entao
classificadas pela mesma como “produtos em condicdes sanitarias
insatisfatérias” e portanto “produtos improprios para o consumo humano”.

Com relagao a determinagao de coliformes fecais dezenove delas (82,6%)



apresentaram e confirmaram E. coli, sendo que seis (31,6%) estavam em
desacordo com o padréo vigente, sendo entdo classificadas como
“‘produtos em condigdes sanitarias insatisfatorias” e portanto “produtos
improprios para o consumo humano”. Das amostras analisadas dez
(43,5%) apresentaram-se em desacordo com a legislacdo federal em
relacdo a presenga de Salmonella sp classificadas entdo como “produtos
em condi¢gdes sanitarias insatisfatérias” portanto “produtos improéprios
para o consumo humano”.

Foi descrito por Silva & Castro (1995) a ocorréncia de um
surto de toxinfeccdo alimentar causado por queijo tipo “Minas”. Neste
quinze pessoas foram expostas a fonte de infec¢do. Estas faziam parte de
trés familias diferentes, que compartilharam o mesmo alimento, ou seja,
um queijo fabricado artesanalmente de leite cru. A idade das pessoas
envolvidas variou entre nove e oitenta e um anos, onde apenas uma nao
adoeceu. Os principais sintomas foram nauseas (53,3%), vOmitos
(66,3%), dores abdominais e codlicas (80,0%), febre (80,0%), calafrios
(46,6%), desidratacao (26,6%), dor de cabega (73,2%), sudorese (73,3%)
e fraqueza (80,0%). A analise do alimento suspeito revelou a presenca de
Salmonella do grupo D, Staphylococcus aureus (10° NMP / g ) e
coliformes fecais em numero superior a 1,1 x 10° NMP / g. Das
coproculturas realizadas em trés pessoas do grupo (uma de cada familia)

isolou-se Salmonella do grupo D. Os autores concluiram que pode ter



ocorrido uma intoxicacdo causada por S. aureus e uma infecgao por
Salmonella.

No periodo de abril de 1998 a setembro de 1999, foram
avaliadas as condi¢gdes higiénico-sanitarias de trinta amostras de queijo
tipo “Minas Frescal” artesanal comercializadas em dez feiras livres de Sao
José do Rio Preto-SP e trinta industriais, coletadas em supermercados.
As anadlises constituiram-se da determinacdo do NMP de coliformes
fecais, enumeracao de estafilococos coagulase positiva e pesquisa de
Salmonella e Listeria monocytogenes. Os resultados microbioldgicos
revelaram sete (23,3%) amostras industriais e vinte e trés (76,7%)
artesanais em desacordo com os padrdes previstos na legislagao vigente,
demonstrados principalmente pela presenca de coliformes fecais e/ou
estafilococos coagulase positiva em niveis elevados. Nao houve
isolamento de Listeria monocytogenes em nenhuma das amostras
analisadas, enquanto que Salmonella foi detectada em duas (6,7%)
artesanais (Peresi et al., 2001).

As cinco amostras de queijo tipo “Minas Frescal”, obtidas
no comércio da cidade de Cuiaba-MT, no periodo de maio a junho de
1991, foram analisadas com relacdo a habilidade de produzir
enterotoxinas. 40,0% delas apresentaram crescimento acima de 10° UFC
/ g no meio de cultura de Baird Parker e nenhum no de Vogel Johnson. A
média de crescimento entre as amostras foi 7,8 x 10° UFC / g para Baird

Parker e 2,3 x 10* UFC / g para Vogel Johnson. Concluiram que o alto



crescimento indicava risco, promovendo a produgdo de toxinas em
condigdes sanitarias inadequadas (Wendpap & Rosa, 1993).

Corbia et al. (1999) estudaram e compararam os meios de
cultura de Baird-Parker e Vogel-Johnson no isolamento de
Staphylococcus sp de queijos tipo “Minas Frescal”’, em quarenta e trés
amostras. Observaram o crescimento de colbnias tipicas (pretas, com
formagao de halo) em 74,42 e 81,39% dos queijos, respectivamente, para
Baird-Parker e Vogel-dJohnson. Houve concordancia de resultados
numéricos (UFC / g) em 23,26% (dez das quarenta e trés amostras). No
Baird-Parker, observou-se crescimento melhor (sem contaminacao) e/ou
maior numero de UFC em 51,16% (vinte e duas das quarenta e trés) dos
obtidos comparados com o crescimento melhor e/ou maior numero de
UFC do Vogel-Johnson, de 23,26% (dez das quarenta e trés). Concluiram
que o meio de cultura Baird-Parker foi o melhor para o isolamento de
Staphylococcus sp de queijos.

Sabione, Nascimento & Pereira (1994) verificaram a
ocorréncia de um surto de intoxicagdo alimentar por Staphylococcus
aureus a partir do consumo de queijo “Minas” ndo pasteurizado, fabricado
na fazenda e comercializado pelo préprio fabricante, sem qualquer
refrigeragdo. O surto atingiu onze pessoas, das quais trés foram
hospitalizadas. A analise do queijo revelou niveis da ordem de 10® UFC /

g indicando o Staphylococcus aureus como agente causador, sendo que



10° UFC / g indica risco de intoxicagdo. Foram identificadas as toxinas A,
BeD.

Em feiras livres de Blumenau-SC, vinte amostras
analisadas de queijo colonial revelaram a presenga de Staphylococcus
aureus coagulase e DNase positivas, sendo que 95,0% destas se
apresentaram fora dos padrdes estabelecidos pela legislagdo vigente
(Reibnitz & Tavares, 1995).

Oliveira et al. (1999) avaliaram a resisténcia bacteriana “in
vitro” de cinquenta e oito isolados de Staphylococcus oriundos de queijos
tipo “Minas Frescal”’, comercializados no Rio de Janeiro, a quatorze
antibiéticos mais usados em medicina humana e veterinaria. Empregaram
a metodologia de Kirby-Bauer, usando discos de antibidticos e agar
Mueller Hinton. Das quatro linhagens de Staphylococcus aureus, 100,0%
foram sensiveis a cefalexina (CX), vancomicina (VC), cefoperazona
(CP2Z), cefaclor (CFC), gentamicina (GN), cefalotina (CF), kanamicina
(KN), novobiocina (NV), cefuroxima (CRX), lincomicina (LN), trimetropim
(TRI), cefotaxina (CTX), sendo 50,0% resistentes a penicilina (PN) e
25,0% resistentes a bacitracina (BC). Das duas linhagens de
Staphylococcus sp coagulase positiva testadas, 100,0% foram sensiveis
aos quatorze antibidticos utilizados. Reforcaram a atencao para estudos
sobre a origem dessas contaminagdes em alimentos.

Nascimento et al. (1999) identificaram a origem da

contaminagdo do queijo “Minas Frescal”’, por Staphylococcus aureus



coagulase positiva, através de exames microbiolégicos. Em um
estabelecimento de producdo procuraram observar as condigdes
higiénico-sanitarias gerais, das bancadas, formas, pipetas do coalho,
utilizadas no preparo dos queijos, bem como das maos dos
manipuladores, do leite ao chegar, apds “fervura” e do queijo pronto. Os
resultados revelaram a presenga de S. aureus coagulase positiva em uma
das cinco formas amostradas, aleatoriamente, em dois latdes de leite, nas
maos de um dos dois funcionarios da queijaria € em uma das amostras de
queijo fabricadas nesse dia. Staphylococcus sp coagulase negativa e
positiva foram isolados, respectivamente, de duas (2/5) e uma (1/5) das
formas.

A ocorréncia de Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC), em queijos tipo “Minas Frescal’”, em Ouro Preto-MG foi
constatada em 9,8% das amostras submetidas a pesquisa bacterioldgica,
tendo sido isolados os sorotipos 026, 086, 0125 e 0127 (o mais
freqUente); E. coli enteroinvasora (EIEC), sorogrupos O28ac também
foram isolados em 5,9% das mesmas amostras. Embora a patogenicidade
dos sorogrupos isolados seja discutivel, os autores registraram o
envolvimento dos sorogrupos 086 e O28ac em surtos na Roménia e em
Sao Paulo, respectivamente. Sdo contudo os sorogrupos O111 e O119 os
mais encontrados em gastroenterites infantis (Nascimento, Sabione &

Pimenta, 1988).



Pedro, Germano & Matté (2001) avaliaram dez amostras
adquiridas aleatoriamente e comercializadas por ambulantes nas ruas da
cidade de Sao Paulo-SP; observaram que 80,0% eram de origem
clandestina e as restantes apresentaram marca e identificacdo do Servigo
de Inspecado Federal (SIF); 90,0% delas apresentaram coliformes totais
com contagens variando entre 2,4 x 10° e > 2,4 x 10® UFC / 25 g;
encontraram a presencga de Escherichia coli. A contagem de mesdfilos
variou de 2,3 x 10* a > 3,0 x 10" UFC / g; a de psicréfilos 2,14 x 10° e 2,45
x 10° UFC / g e a de bolores e leveduras 2,7 x 10° e > 3,0 x 10’ UFC / g.
A pesquisa demonstrou que 70,0% das amostras eram consideradas
como “produtos inaceitaveis para o consumo”.

Trinta e duas amostras de queijo tipo “Minas Frescal”
foram coletadas no Estado do Rio de Janeiro, entre outubro de 1998 e
marco de 1999, com e sem carimbo do Servico de Inspecédo Federal
(SIF), foram analisadas quanto a presenga e/ou enumeragao de
coliformes fecais e Escherichia coli, usando a técnica do NMP. Foi
evidenciado que dezesseis (50,0%) apresentavam um grau de
contaminagao por coliformes fecais acima do tolerado pela legislagao
vigente (>10°%), dessas, doze (75,0%) tinham SIF e treze (81,75%) nao
apresentavam SIF. Escherichia coli foi isolada, respectivamente, de
quatorze (87,5%) e treze (81,25%) das amostras com coliformes fecais.

Os autores concluiram que mesmo com carimbo do SIF, 50,0% dos



queijos sob estudos estavam improprios para o consumo humano (Cunha
et al., 1999).

Tavares & Garcia (1993) verificaram a presenca de
coliformes fecais e Escherichia coli em vinte amostras de queijo colonial
comercializadas em feiras livres de Blumenau-SC. Das pesquisadas
quatorze (70,0%) estavam fora dos padroes recomendados, deste
percentual, quatro (28,57%) encontravam-se em condi¢gdes higiénico-
sanitarias insatisfatorias, seis (42,85%) foram consideradas “produtos
inaceitaveis para o consumo direto” e quatro (28,57%) foram classificadas
como “produtos impréprios para o consumo”. O isolamento de Escherichia
coli ocorreu em quatro amostras (20,0%). Os autores concluiram que as
condicbes de higiene do ambiente, utensilios e pessoal durante a
producao do queijo colonial foram insatisfatérias.

A determinacdo do NMP de coliformes totais e fecais, foi
efetuada em trinta e duas amostras de queijo tipo “Minas Frescal”’ e vinte
de Mussarela, elaborados por seis fabricas de laticinios localizadas na
regido nordeste do Estado de Sdo Paulo. Com relagéo as bactérias do
grupo coliforme, quinze amostras (46,9%) de queijo “Minas” e trés (15,0%)
de Mussarela, apresentaram niveis acima de 10°/ g. Teores de coliformes
fecais acima do limite estabelecido pela legislacdo (10 / g) foram
observados em apenas trés (9,4%) de queijo “Minas” (Oliveira et al.,

1998).



Almeida Filho & Nader Filho (2002) verificaram a
ocorréncia de coliformes fecais e de Escherichia coli em oitenta amostras
de queijo tipo “Minas Frescal’” comercializado na cidade de Pocgos de
Caldas-MG. Os resultados evidenciaram a presenca de coliformes fecais
e de E. coli respectivamente em trinta (37,5%) e vinte e quatro (30,0%)
das mesmas, cujas contagens revelaram valores médios de 3,4 x 10°
UFC / g e 9,3 x 10* UFC / g, o que demonstrou valores superiores ao
limite maximo permitido pelo Ministério da Saude para este tipo de
produto.

Foi avaliada a qualidade microbiolégica e higiénico-
sanitaria do leite tipo “A” pasteurizado, comercializado na cidade de
Descalvado-SP, baseada nos padroes estabelecidos pela legislagao
brasileira. Durante o periodo de agosto de 2000 a janeiro de 2001,
cinquenta amostras foram coletadas e submetidas as analises de
pesquisa de Salmonella, contagem padrdo de bactérias aerdbias
mesdfilas e NMP de coliformes totais e fecais. Das amostras, dezoito
(36,0%) para determinacdo de coliformes totais e nove (18,0%) para
coliformes fecais, apresentaram valores acima dos padrdes legais. Com
relagcdo as bactérias mesofilas, nenhuma apresentou resultado fora dos
padroes estabelecidos pelo Ministério da Saude. Os exames
bacterioldgicos para o isolamento de Salmonella sp demonstraram que
ndo houve o desenvolvimento de nenhuma colbnia caracteristica da

bactéria (Tessari & Cardoso, 2002).



Foram analisadas dez amostras de queijo de coalho tipo
artesanal, comercializadas numa rede de supermercados de Natal-RN. Os
resultados demonstraram, em relagdo a coliformes fecais, um valor
maximo de 1,1 x 10> NMP / g, sendo que 60,0% delas estavam em
desacordo com os padrées microbiolégicos (Brasil, 1997). Concluiu-se
que as condicdes higiénico-sanitarias foram insatisfatorias (Paiva &
Cardonha, 1999).

Foram analisados surtos de toxinfecgdo alimentar em
municipios do Estado de Minas Gerais, entre 1992 e 1994, comprovando
como o principal alimento envolvido o queijo “Minas”, incluindo o tipo
“Frescal”’. Neste periodo, dos casos notificados, duzentas e trinta e nove
pessoas foram expostas e aproximadamente duzentas e dezoito (91,28%)
apresentaram sintomatologia caracteristica, sendo que quarenta e nove
(20,50%) foram hospitalizadas. Os sintomas mais frequentes foram
vomitos, célicas abdominais e diarréia que surgiram a partir de trinta
minutos apdés a ingestdo do alimento suspeito. Os pacientes néao
apresentaram febre. Dos vinte e um surtos notificados, dezoito (85,71%)
revelaram a presenga de Staphylococcus aureus em contagens na faixa
de 10° a 10° UFC / g do produto, treze (61,90%) apresentaram coliformes
fecais com valores entre 10°> a 10° NMP / g, indicando as mas condicdes
higiénico-sanitarias dos produtores (Dias et al., 1995).

De vinte e duas amostras analisadas de queijo tipo “Minas

Frescal”, provenientes do municipio do Rio de Janeiro-RJ, dezenove



(86,36%), se mostraram em desacordo com a legislagdo apresentando
contaminagao por coliformes fecais, e destas, seis apresentaram-se
também contaminadas com Staphylococcus aureus (31,57%). Os
resultados mostraram que as amostras de queijo tipo “Minas Frescal”
analisadas foram afetadas uma vez que apresentaram contaminagao
durante a manipulacao, também pelas condi¢gdes impréprias de transporte
e, ainda, armazenamento a temperatura inadequada, o que aumenta os
niveis de contaminantes pré-existentes nas mesmas (Sa Barreto &
Pereira, 1999).

Catao & Ceballos (2001) investigaram a qualidade do leite
‘in natura” e na linha de produgao (recém-pasteurizado e embalado), de
uma usina de beneficiamento em Campina Grande-PB. Foi pesquisada a
presenca de Listeria sp e sua diversidade de espécies, os niveis de
coliformes totais e fecais e Escherichia coli. Analisaram setenta e cinco
amostras, sendo quarenta e cinco de leite cru, quinze de recém-
pasteurizado e quinze de embalado. Os resultados foram reunidos em
dois grupos segundo o periodo de monitoramento: antes e apods as
mudangas no processo de higienizagao da usina. Foi evidenciada uma
elevada contaminacdo nas de leite cru nas duas épocas. Na primeira
(margo / abril de 1998), todas as de leite beneficiado estiveram fora dos
padrdes da legislagao vigente para coliformes totais e fecais, na segunda
(maio / agosto de 1998), houve acentuada reducédo dos niveis destas

bactérias indicadoras, visto que 11,1% das recém-pasteurizadas estavam



fora dos padrdes para coliformes totais e 33,3% para fecais. Das
amostras embaladas, 22,2% estavam fora dos padrdes para coliformes
totais e 44,4% para fecais. Observaram que trinta e trés (73,3%) das de
leite cru e nove (30,0%) de pasteurizado estavam contaminadas com
Listeria sp, sendo identificadas L. monocytogenes em dezessete (51,5%)
de leite cru e em nove (100,0%) de beneficiado (quatro recém-
pasteurizados e cinco embalados).

Vinte amostras de queijo “Minas Frescal light”, obtidas no
comércio de Belo Horizonte-MG, foram analisadas quanto a qualidade
microbiolégica em relacdo a enumeracao de coliformes fecais, pesquisa
de Salmonella sp, Listeria sp e Staphylococcus sp. Trés (12 x 10°, 2 x 10°
e 2 x 10° UFC / g) foram reprovadas, de acordo com os padrdes para
coliformes fecais, sendo que dentre estas, uma apresentou
Staphylococcus coagulase positiva. Todas foram negativas para Listeria
sp e Salmonella sp (Souza et al., 2002).

O leite pasteurizado foi considerado suspeito, no surto de
listeriose ocorrido em Boston, Estados Unidos, com o envolvimento de
sete criancas e quarenta e dois adultos imunodeprimidos, ocasionando
quatorze mortes (Fleming, 1985).

Queijo “tipo mexicano”, preparado a partir de leite sub-
pasteurizado, resultou em quarenta e dois casos de listeriose, em um
universo constituido por mulheres gravidas de origem hispanica e seus

filhos. O microrganismo Listeria sp foi isolado, tanto do alimento, como de



pacientes e ainda de manipulador na linha de processamento (Linnan,
1988).

A presenca de Listeria sp em queijos consumidos na
Europa e no Canada tem sido objeto de muitos estudos. A World Health
Organization (WHO, 1988) relata que nos de textura mole e aqueles que
sdo submetidos a maturagcdo com fungos de coloracdo branca ou
avermelhada, parecem oferecer melhores condicbes para o
desenvolvimento da bactéria, possivelmente em fungdo do aumento do
pH.

Em fevereiro de 1988, uma mulher de quarenta anos, nao
gestante, sem comprometimento imunolégico, desenvolveu meningite. O
queijo “Anary”, tipo frescal, que tinha sido produzido com leite de cabras,
em Londres, foi a fonte da infeccdo. O mesmo sorotipo, 4b, do mesmo
tipo de fago de Listeria monocytogenes foi isolado das fezes e liquido
cérebro-espinhal da paciente e de quatro pacotes fechados da mesma
partida do produto suspeito. O numero de L. monocytogenes encontrado
nessas embalagens fechadas variou de 3,0 a 50 x 10" células / g
(Azadian, Finnerty & Pearson, 1989).

A frequéncia da bactéria do género Listeria, foi estudada
por Furlanetto, Santos & Hara (1996) em trinta amostras de queijo frescal
e trinta de linglica, comercializadas na cidade de Sao Paulo-SP. Das
sessenta analisadas vinte e duas (36,6%) estavam contaminadas por

Listeria sp, sendo que em nove (15,0%) delas foram isoladas Listeria



monocytogenes. Das de queijo frescal analisadas oito (26,6%) estavam
contaminadas com Listeria sp. Foi isolada L. monocytogenes 4b a partir
de uma (3,3%) e L. innocua 6a de seis (20,0%). Em uma (3,3%) de queijo
frescal foi isolada concomitantemente L. monocytogenes 4b e L. innocua
6a.

Vieira & Massaguer (1999) avaliaram a incidéncia de
Listeria sp em queijos “Minas Frescal” obtidos em feiras livres e
supermercados na regiao de Campinas-SP. Foram analisadas vinte
amostras das quais foram obtidos cento e noventa e nove isolados que
apresentaram coldnias caracteristicas de Listeria. Destes sessenta e oito
(34,17%) confirmaram ser Listeria monocytogenes, noventa e dois
(46,23%) L. innocua, dezessete (8,55%) L. welshimeri, um (0,5%) L.
seeligeri e vinte e um (10,55%) nao foram identificados como
pertencentes a esse género. Os autores concluiram que 25,0% dos
queijos continham L. monocytogenes caracterizando alta incidéncia.

Foram coletadas para a confirmacgao de Listeria sp, cento
e vinte amostras de agua, provenientes do ponto de descarga de
efluentes de quatro industrias de leite e derivados, das cidades de
Goiania e Anapolis-GO. Os resultados mostraram que dez (8,33%)
revelaram-se positivas para Listeria monocytogenes, vinte e cinco
(20,33%) para L. innocua, dezesseis (13,33%) para L. welshimeri, de um
total de cinquenta e uma (42,50%) positivas para Listeria sp (Serafini et

al., 1996).



Rodrigues, Vieira & Santos (1995) estudaram as
caracteristicas microbiolégicas do queijo tipo “Minas Frescal’
comercializado em Vigosa-MG, em sessenta e cinco amostras, sendo que
100,0% apresentaram elevadas contagens de Staphylococcus aureus,
com média de 3,23 x 10’ UFC / g, determinacdes de coliformes totais
superiores, sendo o0 NMP maximo de 107 / g, a média do NMP de fecais
foi 2,31 x 10° / g e concluiram que a mediana das contagens de bactérias
mesdfilas foi 2,8 x 10° UFC / g.

Foi realizado um estudo para avaliar, por meio da
contagem de microrganismos mesdfilos aerébios e/ou facultativos viaveis
e determinagdo do NMP de coliformes totais e fecais, as condigbes
higiénico-sanitarias do leite pasteurizado tipo “C” comercializado em
Goias-GO, no periodo de janeiro a junho de 2000. Foram analisadas
noventa e nove amostras de diferentes marcas comerciais, sendo
quarenta e nove (49,49%) consideradas fora dos padrdes legais vigentes.
Dentre essas, oito (8,08%) foram classificadas como “produtos em
condigdes higiénicas insatisfatérias”, devido as contagens de mesdfilos,
trinta e nove (39,39%) mostraram-se em desacordo com os padrdes para
coliformes totais, sendo vinte e trés (23,23%) classificadas como
‘produtos improprios para o consumo”. Quanto ao NMP de coliformes
fecais, quatorze amostras (14,14%) foram classificadas como “produtos

em condigdes higiénico-sanitarias insatisfatorias”, vinte (20,20%) foram



consideradas “produtos inaceitaveis para o consumo” e quatro (4,04%)
como “produtos improéprios para o consumo” (Vieira et al., 2001a.).

No municipio de Ribeirdo Preto-SP, treze amostras de
queijo tipo “Minas Frescal” foram apreendidas pelo Servigo de Vigilancia
Sanitaria da Prefeitura local, entre 1989 e 1990. Delas, 92,3% estavam
em desacordo com os padrdes fisico-quimicos e microbioldgicos, sendo
encontrados Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella sp,
clostridios sulfito redutores, coliformes e bolores e leveduras (Laicini et al.,
1993).

Tinbéco et al. (2002) avaliaram a qualidade microbioldgica
de leites pasteurizados em industrias e fazendas, ambos comercializados
na cidade de Vigosa-MG, entre margco e setembro de 1999. As analises
foram realizadas em trinta amostras do produto pronto para o consumo,
avaliando-se a populacdo de bactérias mesdfilas, o NMP de coliformes
totais e fecais e a presenca de Salmonella. O NMP maximo de coliformes
fecais ocorreu em 45,0% delas. A populagdo maxima de meséfilos foi 10°
UFC / g e a Salmonella esteve ausente em todas as analisadas.

As leveduras apresentam duas caracteristicas distintas:
podem ser deterioradoras ou promotoras do processo tecnoldgico. A agao
das mesmas sobre as proteinas e outras substancias nitrogenadas é
praticamente nula. Por outro lado alguns géneros, como Candida e
Torulopsis, sdo capazes de atuar sobre os lipidios (Franco & Landgraf,

1996).



A ocorréncia de leveduras em produtos lacteos, foi
estudada por Fleet (1990) que descreveu a taxonomia desses
microrganismos em produtos como leite, creme, manteiga e outros nao
fermentados (leite em pd e sorvete); iogurte (métodos de controle na
deterioracdo) e queijo (ocorréncia e deterioragdo por leveduras e a
contribuicdo dessas na maturagao de varios tipos de queijo, como por
exemplo no desenvolvimento de sabor e textura). Em seu trabalho, as
encontradas foram Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii,
Candida famata e Candida kefyr.

As leveduras do género Candida sao as mais comumente
encontradas em carnes frescas bovinas e aves, estando também
envolvidas em processos de deterioragao de varios tipos de alimentos,
principalmente em laticinios. Cryptococcus, tem por caracteristica nao
realizar atividade fermentativa, € encontrada em solos, plantas e
alimentos como morangos e outras frutas, pescados marinhos, camaroes,
carnes bovinas cruas, refrigerantes, vinhos e graos de cereais;
Debaryomyces tem pouca atividade fermentativa, elevada tolerancia ao
sal (18,0 a 20,0%) e pertence ao grupo das formadoras de peliculas nas
superficies de alimentos salgados ou mantidos em salmoura;
Saccharomyces, caracteriza-se por intensa capacidade de fermentacgao, a
espécie mais frequentemente encontrada é a cerevisiae, empregada para
as mais variadas finalidades, como producado de paes e bebidas, alcool,

glicerol, invertases e em processos tecnolégicos. Por outro lado, estao



envolvidas em alteragbes indesejaveis em muitos alimentos como
produtos de laticinios e fermentados (Franco & Landgraf, 1996).

A conservagao de alimentos sempre foi importante na
vida do homem, desde que ele comegou a viver em comunidade e a
armazenar sua colheita. Os compostos como sal (NaCl), agucar, acidos e
fumacas de madeira tém sido usados como conservadores de alimentos a
muito tempo. A preservagao € feita principalmente com o uso de
conservadores quimicos, os quais atuam como agentes antimicrobianos,
protegendo os alimentos contra a contaminagao por bolores, leveduras e
bactérias (Tfouni & Toledo, 2001).

Os conservadores podem ser efetivos para preservar os
alimentos, controlando o crescimento dos microrganismos ou destruindo
diretamente todos ou parte deles (Davidson & Branden, 1981). De acordo
com Sofos (1995), a escolha de um conservante para aplicagao especifica
€ baseada nos seguintes fatores: propriedades fisicas e quimicas
(solubilidade, pKa, reatividade e toxicidade), tipos de microrganismo de
interesse e propriedades do produto a ser conservado. O pH é
provavelmente a propriedade que mais influencia na extensdao da
atividade antimicrobiana do conservador. Baixos pHs potencializam essa
acao de acidos minerais fracos (nitrito e sulfito) e de lipofilicos fracos

(sorbico, benzoico e propiénico).



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtengao das amostras

Foram analisadas trinta e uma (100,00%) diferentes
amostras de queijo tipo “Minas Frescal” fabricadas artesanalmente e
embaladas sem o carimbo de nenhum servigo de inspe¢ao, obtidas de
feiras livres em municipios do Estado de Sao Paulo (Bady Bassitt, Bauru,
Mirassol, Potirendaba e Sao José do Rio Preto). Tais amostras foram
acondicionadas em caixas de material isotérmico (isopor) contendo cubos
de gelo e transportadas de imediato ao Laboratério de Microbiologia de

Alimentos (Harrigan & Mc Cance, 1976; ICMSF, 1978).

4.2. Preparo das amostras

No Laboratério cada amostra recebeu um codigo de
identificacédo, ou seja, Q, onde Q = queijo e , = numero da amostra de
queijo. A seguir, assepticamente 10 g da mesma foram triturados em
almofariz com auxilio de pistilo e colocados em um frasco de Erlenmeyer
contendo 90 mL de agua destilada estérii sendo homogeneizados
posteriormente (diluicdo 10™"). A partir desta foram realizadas as demais
diluicdes decimais seriadas, até 10 utilizando-se o mesmo diluente. As
quatorze diluicbes obtidas foram usadas, conforme necessarias, nas

analises subsequentes (ICMSF, 1974; ICMSF, 1980).



4.3. Contagem de bactérias aerébias mesdfilas (total de
microrganismos aeroébios estritos e facultativos viaveis)
Utilizou-se o método de semeadura por profundidade
empregando-se o Agar Padrdo para Contagem, com incubacdo a 35°C
por 48 horas (American Public Health Association-APHA, 1972; APHA,

1984).

4.4. Enumeracao de bolores e leveduras

Pipetou-se assepticamente 1 mL de cada diluicdo e
distribuiu-se em placas de Petri esterilizadas e identificadas. Adicionou-se
a cada placa 15 mL de Agar Batata Dextrose acidificado com &cido
tartarico a 10% (pH = 4,0), ambos esterilizados; apds solidificagao
incubou-se em estufa a 25°C por 5 dias. As unidades formadoras de
colonias (UFC), foram calculadas de acordo com as diluicbes (ICMSF,
1978). Na Figura 2 estdo apresentadas fotos de duas placas de Petri
onde se observam as caracteristicas morfologicas das UFC desses

microrganismos.

4.5. Contagem de Staphylococcus aureus
Foram preparadas placas de Petri com Agar Telurito-
Gema de Ovo sobre o qual semeou-se por superficie 0,1 mL de cada
diluicdo selecionada. Com o auxilio da alga de Drigalsky o in6culo

(0,1 mL) foi cuidadosamente espalhado por toda a superficie do meio de



cultura até a total absorgéo. Posteriormente, as placas foram incubadas a
37°C por 24-48 horas. As UFC foram calculadas de acordo com as
diluicbes e se apresentavam negras, brilhantes, convexas podendo ser
rodeadas por zonas claras de 2 a 5 mm de didmetro (conforme Figuras 3
e 4), foram submetidas também aos testes bioquimicos de confirmagao

principalmente Coagulase e Termonuclease (Speck, 1976).

4.6. Determinagcdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes
totais

Foi utilizada a técnica dos tubos multiplos, empregando-

se o Caldo Lauril Sulfato Triptose com incubacdo a 35°C durante 48

horas. A produgao de gas, contido em tubos de Durham, esta mostrada

na Figura 5.

4.7. Determinagao do NMP de coliformes fecais
Foi também usada a técnica dos tubos multiplos,
utilizando-se o Caldo EC com incubagdo a 44,5°C durante 24 horas
(Brasil, 1981).
A determinacdo do NMP de coliformes totais e fecais foi

realizada empregando-se a tabela de Hoskins (ICMSF, 1978).



4.8. Pesquisa de Escherichia coli

A partir dos tubos de ensaio contendo Caldo EC, usados
na quantificacdo de coliformes fecais que apresentaram turvagao, com ou
sem gas no interior do tubo de Durham, (conforme Figura 6), foram
semeadas placas de Petri contendo Agar Eosina Azul de Metileno (Figura
7). As colbnias suspeitas, que possuiam 2 a 3 mm de didmetro e se
apresentavam azuis com centro negro e bordas claras a luz transmitida, e
brilho metalico-esverdeado a luz refletida, foram identificadas utilizando-se
os testes bioquimicos, de Indol/Vermelho de Metila/Voges-

Proskauer/Citrato-IMVIC (Marth, 1978; Speck, 1976).

4.9. Pesquisa de Salmonella sp

Em 225 mL de Caldo Lactosado e de Agua Peptonada a
1% foram homogeneizados, respectivamente 25 g de cada amostra. Na
Figura 8 mostra-se o Caldo Lactosado (pré-enriquecimento) para a
determinacdo de Salmonella sp. Depois da incubacdo a 35°C por 24
horas, 1 mL de cada cultivo foi transferido para tubos de ensaio contendo
10 mL de Caldo Tetrationato de Kauffmann e para tubos com 10 mL de
Caldo Selenito Cistina que foram incubados a 35°C. Apos 24, 48 e 120
horas foram feitas semeaduras, em placas de Petri contendo Agar
Salmonella Shigella (Figura 9) e Agar Verde Brilhante, sendo as colénias
suspeitas submetidas aos testes bioquimicos (principalmente inoculagao

em Agar Triplice Aguicar e Ferro, Agar Lisina e Ferro, teste de urease,



degradacao do malonato, desaminagao da fenilalanina e descarboxilagao

da lisina) e sorolégicos (Brasil, 1981).

4.10. Pesquisa de Listeria monocytogenes

Em 225 mL de Caldo de Enriquecimento para Listeria
(LEB) foram adicionados 25 g de cada amostra, homogeneizados e
incubados a 30°C por 24 e 48 horas (Mc Clain & Lee, 1989). Apds o
periodo de 24 horas, foi retirada uma aliquota de 0,1 mL e inoculada em
Caldo de Enriquecimento Secundario Fraser (Fraser & Sperber, 1988),
incubado a 35°C por 24 horas.

Simultaneamente apds a incubacdo uma algada dos
referidos caldos (LEB e Fraser) foi semeada por esgotamento diretamente
em duas placas de Petri contendo Agar Seletivo PALCAM-Listeria (Van
Netter et al., 1989) e incubadas a 35°C, em sistema de microaerofilia, por

24 e 48 horas.

4.11. Isolamento das culturas de leveduras
A partir do experimento realizado para enumeracido de
bolores e leveduras, isolou-se apds cinco dias de incubagdo a 25°C, cento
e cinquenta e cinco culturas de todos os tipos morfolégicos existentes,
sendo que coldnias mais numerosas no Agar Batata Dextrose acidificado
foram isoladas em maior proporcdo, visando conhecer aquelas

predominantes. Em seguida, cada cultura pura recebeu um codigo de



identificacdo, ou seja, Qnn1 onde Q = queijo, , = numero da amostra de
queijo e n1 = numero da levedura isolada desta amostra e foi estocada em
tubos de ensaio de 12 x 100 mm contendo meio “Gymp” (glicose, extrato
de levedura, extrato de malte, NaH,PO, e 4&agar), para posterior
identificacdo, sendo entdo coberta com &leo mineral para evitar
ressecamento e mantida a 8 + 2°C. Posteriormente todas as culturas
foram re-espalhadas em Agar Sabouraud Glicose (glicose, peptona,

extrato de levedura e agar), de onde se fez a descricdo da morfologia.

4.12. Provas taxonomicas
Nos testes taxondmicos (morfoldgicos e fisioldgicos)
foram empregados os métodos descritos por Kreeger Van Rij (1984) e
Barnett, Payne & Yarrow, (1983 e 1990).
A identificagcdo das culturas foi realizada segundo as
chaves descritas por Barnett, Payne & Yarrow (1990) e Kurtzman & Fell

(1998).

4.12.1. Provas morfolégicas
Para a verificacdo da producdo de esporos, foram
utilizados, o meio de cultura de Gorodkowa (glicose, peptona, NaCl e
agar) e o Agar Acetato de McClary (glicose, KCI, extrato de levedura,
acetato de sédio e agar). As placas de Petri foram mantidas a temperatura

ambiente e as observacgoes feitas periodicamente entre 7, 14 e 21 dias.



4.12.2. Provas fisiologicas
4.12.2.1. Capacidade fermentativa

Para verificar a capacidade fermentativa das culturas foi
utilizado o meio basico para fermentacao (peptona e extrato de levedura).
O mesmo foi colocado em tubos de ensaio de 12 x 100 mm contendo tubo
de Durham invertido. Os acucares foram esterilizados separadamente do
meio de cultura.

Inicialmente foi testada a capacidade fermentativa frente a
glicose. As culturas que apresentaram resultado positivo foram entao
submetidas a trés dissacarideos: sacarose, maltose e lactose.

Os tubos de ensaio foram mantidos a temperatura
ambiente sendo as leituras feitas periodicamente entre 7 e 21 dias. Foi
considerado resultado positivo quando 1/3 a 3/3 do tubo de Durham
estava preenchido com gas e negativo quando n&o houve produgao de

gas (Kreeger Van Rij, 1984; Barnett, Payne & Yarrow, 1983 e 1990).

4.12.2.2. Crescimento em diversas temperaturas
Analisou-se a capacidade de crescimento a 35, 40 e
42°C, utilizando-se o meio basico para fermentagdo (peptona e extrato de
levedura) acrescido de 2,0% de glicose. Para a temperatura de 35°C, os
tubos de ensaio foram mantidos em estufa de incubacdo e para as
demais foi utilizado o banho-maria. As leituras foram feitas através do

Cartdo de Whickerham (Kreeger Van Rij, 1984), apdés 48-72 horas de



incubagado. Foi considerado crescimento positivo quando as linhas do

cartdo nao foram visiveis e negativo quando estas foram visualizadas.

4.12.2.3. Crescimento em meio de cultura contendo nitrato
Foi utilizado o “Yeast Carbon Base” (YCB-Difco) contendo
0,078% de KNO3; como fonte de nitrogénio e 2,0% de agar (Kreeger Van

Rij, 1984; Barnett, Payne & Yarrow, 1983 e 1990).

4.12.2.4. Producao de urease e prova “Diazonium Blue B Test”
(D.B.B.)
Para estas provas foi utilizado o “Yeast Carbon Base”
(YCB-Difco) acrescido de 2,0% de uréia filtrada em membrana “Millipore”
(0,45 nm) e 0,02% de fucsina acida, segundo metodologia descrita por

Hagler & Mendonga-Hagler (1991).

4.12.2.5. Resisténcia a pressao osmatica
Neste teste, foram utilizadas duas substancias distintas. O
meio basico para ambas foi o Agar Sabouraud Glicose. Para um dos
testes, foi acrescentado 50% de glicose e para o outro 10% de NaCl

(Kreeger Van Rij, 1984; Barnett, Payne & Yarrow, 1983 e 1990).



412.2.6. Crescimento em meio de cultura contendo
cicloheximida (actidione)

Para esta prova foi utilizado o “Yeast Nitrogen Base”

(YNB-Difco) acrescido de 1,0% de glicose, 2,0% de agar e aliquotas de

cicloheximida que variou de acordo com a concentragao desejada (100 ou

1000 partes por milhdo-ppm), segundo metodologia descrita por Kreeger

Van Rij (1984).

4.12.2.7. Sintese de amido
Para a verificacdo da producdo de compostos amildides
foi utilizado o Agar Sabouraud Glicose. Apds o crescimento das culturas,
gotejou-se sobre as mesmas uma solucao de lugol. O aparecimento de
coloragao azul escura indicara resultado positivo (Kreeger Van Rij, 1984;

Barnett, Payne & Yarrow, 1983 e 1990).

4.12.3. Provas de assimilacado de fontes de carbono
Foram utilizadas as seguintes substancias: glicose,
galactose, L-sorbose, maltose, sacarose, celobiose, trealose, lactose,
melibiose, rafinose, melezitose, inulina, amido soluvel, D-xilose,
L-arabinose, D-arabinose, D-ribose, L-ramnose, etanol, glicerol, eritritol,
ribitol (adonitol), galactitol (dulcitol), D-manitol, D-glucitol (sorbitol),
salicina, citrato, m-inositol e glicosamina. Todas as substancias foram

utilizadas na concentragao de 0,5%, exceto a rafinose que foi a 1,0%,



acrescidas ao “Yeast Nitrogen Base” (YNB-Difco) mais 2,0% de agar

(Kreeger Van Rij, 1984; Barnett, Payne & Yarrow, 1983 e 1990).

4.13. Ensaio de resisténcia aos principais conservantes alimenticios
permitidos na legislacao vigente

Para esta prova foi utilizado o Agar Sabouraud Glicose,
pH = 3,0; onde foram acrescentados o0s conservantes alimenticios
benzoato de sddio (cédigo INS - 211) nas concentragdes de 0,1; 0,2 e
0,4% e sorbato de potassio (INS - 202) nas de 0,05; 0,1; 0,2 € 0,4%. Para
verificar o desenvolvimento microbiano, foi utilizado como controle o
mesmo meio de cultura, porém sem a adigao de conservante.

Para esta avaliacédo o pH do meio foi ajustado para 3,0,
porque neste valor se obtém uma 6tima atividade antimicrobiana dos
conservantes empregados. Foram também esterilizados separadamente,
por autoclavagem ou filtragdo em membrana Millipore (0,45 nm), o meio
basico (sem o agar), o agar e os conservantes, para se evitar, em primeiro
lugar, a hidrélise do agar durante o aquecimento, com a perda do poder
de gelificacdo e ainda no que se refere aos conservantes utilizados

eventuais perdas por hidrélise ou evaporacao.

4.14. Prova de sensibilidade a um tratamento térmico (63°C/30 min.)
Neste teste as respectivas culturas puras isoladas foram

previamente inoculadas em tubos de ensaio contendo Caldo Nutriente e



incubadas a 25°C por 24 horas. Depois desse periodo tais tubos foram
submetidos a temperatura de 63°C por 30 minutos em banho-maria,
simulando um processo de pasteurizagdo do tipo baixa temperatura,
longo tempo. Apds o tratamento térmico as leveduras foram entao
semeadas em placas de Petri com Agar Nutriente com posterior

incubacdo a 25°C. As leituras foram feitas apos 5 dias de incubagao.

4.15. Técnica de “replica-plate”

A técnica de ‘“replica-plate” foi utilizada para as provas
descritas nos itens 4.12.1., 4.12.2.3., 4.12.2.5. a 4.12.2.7., 4.12.3., 4.13 e
4.14.

Para o inéculo, culturas de 24-48 horas em meio “Gymp”,
exceto para os itens 4.13. e 4.14., foram transferidas e pré-incubadas
durante 3 a 5 dias a temperatura ambiente em “Yeast Nitrogen Base”
(YNB-Difco) liquido contendo 0,1% de glicose, sendo agitadas
periodicamente para o consumo do enddgeno. A partir dai, cada inéculo
foi transferido assepticamente para um sistema “replica-plate multitiped”,
que permite a inoculacdo de vinte e cinco colbnias/placa de Petri
(Lederberg & Lederberg, 1952; Sheree Lin, Fung & Cox, 1987),
apresentando crescimento posterior conforme mostrado na Figura 10.

Todas as placas de Petri foram incubadas em estufa a
25°C com leituras de 7, 14 e 21 dias de incubagao, excetuando-se o item

4.14.



Tabela 1 - Apresentacgéo dos resultados obtidos das diferentes amostras de queijo tipo “Minas Frescal” adquiridas em feiras livres.

Amostras n. Bactérias Bolores e Staphylococcus  Coliformes  Coliformes E. coli Salmonella Listeria
aerdbias leveduras aureus totais fecais (-/+) sp monocytogenes
mesdfilas (UFC/g) (UFC/g) (NMP/g) (NMP/g) (-+) (+/-)
(UFC/g)

Q1 1,9x 10° 2,2x10" 1,5x 10" > 1100 75 + + NR
Q2 1,7 x10° 5,4 x 107 45x10° > 1100 11 + - NR
Q3 48x10" 2,9x10° 1,3 x 10° > 1100 11 + - NR
Q4 1,1 x 10" 6,0 x 107 5,4 x 10° > 1100 7 + + NR
Q5 53x10" 8,0x 107 2,1 x10° > 1100 11 + + NR
Q6 6,1x 10" 3,7 x 10° 4,5x 10° > 1100 11 + + NR
Q7 1,7 x 10" 8,6 x 107 6,3 x 10* > 1100 3 + + NR
Q8 2,6x10" 8,1x 10’ 39x10° > 1100 14 + + NR
Q9 2,8x10" 4,8 x10° 1,0 x 10° > 1100 11 + + NR
Q10 7,2x 10" 1,5x 10’ 1,9 x 10° > 1100 210 + + NR
Q11 1,7x 10’ 3,5 x 10? 8,7x10° > 1100 <3 - + -
Q12 1,9x 10° 9,7 x10* 7,2x10° > 1100 460 + + -
Q13 1,4 x 10" 1,5x10° 6,7 x 10° > 1100 3 + + -
Q14 1,8x 10" 1,4 x 10° 1,7 x10° > 1100 <3 - - -
Q15 1,6 x10" 1,1 x 10° 2,0 x10° > 1100 11 + - -
PADRAO maximo maximo auséncia auséncia
FEDERAL 5x 10 /g 5x 102 /g 25g 259

(Brasil, 2001)

(continua)

NR = Nio Realizado
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Tabela 1 - Apresentacgéo dos resultados obtidos das diferentes amostras de queijo tipo “Minas Frescal” adquiridas em feiras livres.

(continuacgao)

Amostras n. Bactérias Bolores e Staphylococcus  Coliformes  Coliformes E.coli  Salmonella Listeria
aerdbias leveduras aureus totais fecais (-/+) sp monocytogenes
mesdfilas (UFC/g) (UFC/g) (NMP/g) (NMP/g) (-/+) (-/+)
(UFC/g)

Q16 3,8x10" 9,5x10° 2,8 x 10° > 1100 11 + + -
Q17 1,1 x 10° 4,7 x 10? 42x10° > 1100 7 + - -
Q18 4,5x 10" 1,8 x 10° 4,0x10° 23 7 + - -
Q19 1,1x 10" 2,2 x 10* 1,1 x 10° > 1100 11 + - -
Q20 35x10" 4,0x10° 7,2 x 10* 28 11 + - -
Q21 1,8x10° 1,1 x 10* 5,5x 10° 15 9 + - -
Q22 34x10" 6,8 x 10° 9,5 x 10* 28 <3 - - -
Q23 8,5x 108 54 x 10* 1,5 x 10° 75 <3 - - -
Q24 3,7x10" 2,9x10° 9,3 x 10° > 1100 7 + - -
Q25 51 x10° 5,0 x 10* 1,0 x 10° > 1100 11 + - -
Q26 3,0 x 10° 5,6 x 10* 3,4x10° 11 <3 - - -
Q27 9,9x 10" 6,6 x 10° 9,6 x 10° > 1100 <3 - - -
Q28 73x10" 1,5x10° 1,4 x 10° 3 <3 - - -
Q29 1,6 x 10" 7.1 x 10 1,7 x 10° > 1100 28 + - -
Q30 1,8 x 10" 3,5x 10° <100 > 1100 28 + - -
Q31 7,7x10" 1,6 x 10* 1,4 x 10° > 1100 11 + - -

Variagao 1,1 X 10° 3,5x 10° <100 3 <3 - -

a a a a a a a

1,8 X 10" 4,8 x10° 2,8 x10° > 1100 460 + +

PADRAO maximo maximo auséncia auséncia
FEDERAL 5x 10 /g 5x 10%/g em 25¢ em 25g

(Brasil, 2001)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlises Microbiologicas

Os resultados obtidos das diferentes analises
microbiolégicas, bem como a variagdo individual e global das contagens,
determinagdes e/ou pesquisas dos microrganismos realizadas nas trinta e
uma amostras de queijo tipo “Minas Frescal” (100,00%), estéao
apresentadas na Tabela 1.

Independentemente da existéncia de padrao
microbiolégico na legislagdo brasileira em vigor (Brasil, 2001) para
bactérias aerdbias mesdfilas, bolores e leveduras e coliformes totais, para
esse tipo de produto, as amostras também foram submetidas a essas
analises, para que se tivesse uma idéia dessas cargas microbianas e das
condigbes  higiénico-sanitarias  destes  alimentos, que muito
provavelmente, poderdao refletir as condicbes da matéria-prima, do
ambiente e do pessoal. A contagem de bolores e leveduras variou de 3,5
x 10? a 4,8 x 10° UFC / g e o nimero mais provavel de coliformes fecais
de < 3 a 460 NMP / g. Analisando estes resultados com os dados
apresentados por Florentino & Martins (1999), Pedro, Germano & Matté
(2001) e Ritter, Santos & Bergmann (2001) verificou-se que a variagao da
contagem de bolores e leveduras obtidas neste trabalho foi superior
aquela por eles encontrada, inferior as por Santos, Nogueira & Cunha

(1995) e semelhantes a por Hoffmann, Silva & Vinturim (2002), a



determinacdao do NMP de coliformes fecais inferior a constatada por
Almeida Filho & Nader Filho (2002), Camara et al. (2002), Cunha et al.
(1999), Florentino & Martins (1999), Hoffmann, Silva & Vinturim (2002),
Oliveira et al. (1998), Paiva & Cardonha (1999), Peresi et al. (2001),
Rabelo et al. (2001), Ritter, Santos & Bergmann (2001), Rodrigues, Vieira
& Santos (1995), Sa Barreto & Pereira (1999), Santos, Nogueira & Cunha
(1995), Silva et al. (2001) e Souza et al. (2002).

Como a legislacao federal (Brasil, 2001), estabelece para
Staphylococcus aureus, nesse produto, padréo de no maximo 5 x 10%/ g,
trinta amostras (96,80%) foram entdo classificadas pela mesma como
‘produtos em condi¢des sanitarias insatisfatérias” e, portanto, “produtos
improprios para o consumo humano”. Os microrganismos dessas
amostras também apresentaram resultados condizentes com os testes
bioquimicos empregados. Este percentual foi superior aos encontrados
em ordem decrescente por Faria et al. (2002), Silva et al. (2001), Mendes,
Numeriano & Coelho (1999), Camara et al. (2002), Peresi et al. (2001),
Santos, Nogueira & Cunha (1995), Vieira et al. (2001b.), Almeida Filho &
Nader Filho (2002), Ritter, Santos & Bergmann (2001), Rabelo et al.
(2001), Souza et al. (2002) e Sa Barreto & Pereira (1999).

Segundo a ICMSF (1978), o Staphylococcus aureus pode
ser transmitido ao alimento pelo manipulador, uma vez que possui como
habitat as cavidades nasais, mé&os, boca e outras partes do corpo

humano.



O leite destinado a fabricacdo de queijos muitas vezes se
contamina ja no interior do ubero, especialmente nos casos de mastite.
Staphylococcus aureus é o principal agente etiolégico desta enfermidade
e, uma vez instalado na glandula mamaria podera chegar ao leite e
consequentemente ao queijo (Almeida Filho & Nader Filho, 2000).

Quanto a coliformes totais, sem padrao para este tipo de
produto na legislacdo, pode ser verificada a presenga deste grupo de
microrganismos em todas as trinta e uma amostras analisadas (100,00%).

Dos agentes bacterianos, os coliformes sao
internacionalmente  considerados microrganismos indicadores da
segurancga microbioldgica de alimentos (APHA, 1976).

Com relagao a coliformes fecais, vinte e quatro amostras
(77,40%) apresentaram e confirmaram Escherichia coli, entretanto
nenhuma delas (0%) estava em desacordo com o padréo estabelecido na
legislagdo brasileira e entdo foram classificadas como “produtos em
condicbes sanitarias satisfatorias”, e portanto, “produtos de acordo com
padrbes legais vigentes”. Esta conclusdo contradiz aquelas encontradas
nos trabalhos realizados por Oliveira et al. (1998), Sa Barreto & Pereira
(1999), Peresi et al. (2001), Silva et al. (2001), Vieira et al. (2001b.),
Almeida Filho & Nader Filho (2002) e Hoffmann, Silva & Vinturim (2002).

A presenca dos coliformes fecais com énfase na
Escherichia coli, tem sido relatada no leite que € usado para producéo de

queijos. Por serem bactérias termossensiveis, sua presenga no leite



pasteurizado indicara contaminagao posterior a pasteurizagao ou entao
pasteurizacao deficiente (Vessoni Penna, Baruffaldi & Colombo, 1986).

A ocorréncia de altos niveis de coliformes em queijos
pode estar associada, também, a baixa qualidade higiénica do leite cru,
decorrente da higiene deficiente na ordenha, conservacao inadequada do
leite ordenhado ou prevaléncia de mastites no rebanho (Germano &
Germano, 1995).

A presenca de Salmonella sp foi constatada e/ou
confirmada em doze (38,70%) das trinta e uma (100,00%) amostras
analisadas, o que esta em desacordo com o padrao da legislacao federal,
sendo entdo as mesmas classificadas como “produtos em condigdes
sanitarias insatisfatérias”, e portanto, “produtos impréprios para o
consumo humano”. Os microrganismos presentes apresentaram
resultados condizentes para o género Salmonella, com relagcdo a
sorologia, assim como previamente aos testes bioquimicos, no Agar
Triplice Acucar e Ferro, Agar Lisina e Ferro, sendo urease negativos, ndo
metabolizando o malonato, n&o desaminando a fenilalanina e
apresentando resultados positivos para a descarboxilacdo da lisina. O
percentual obtido foi superior aos encontrados por Florentino & Martins
(1999), Faria et al. (2002), Peresi et al. (2001), Rabelo et al. (2001), Ritter,
Santos & Bergmann (2001), Silva et al. (2001), Souza et al. (2002) e
Vieira et al. (2001b.) e inferior ao apresentado por Hoffmann, Silva &

Vinturim (2002).



Inimeros surtos de infecgcao alimentar por Salmonella sao
conhecidos, envolvendo o0s mais variados tipos de alimentos,
principalmente os de origem animal (Jay, 2000). Casos onde estao
envolvidos produtos de laticinios, comumente ha ligagdo com o consumo
de leite cru, leite pasteurizado de forma inadequada e queijos (Barros,
Paiva & Panetta, 2002).

A contaminagdo desta bactéria em queijos pode ocorrer
durante a fabricagcdo, pela manipulacdo de portador com habitos de
higiene inadequados, ou pela utilizagdo de matéria-prima contaminada em
processos anteriores a elaborag¢ao do produto (Mossel & Garcia, 1984).

A presenca deste microrganismo € utilizada para verificar
a qualidade do produto para o consumo humano (Tessari & Cardoso,
2002) a legislagdao nacional e internacional determinam a auséncia de
qualquer espécie de Salmonella em 25 gramas ou mL de amostra dos
alimentos analisados (Silva & Tibana, 1995).

Nao houve isolamento de Listeria monocytogenes em
nenhuma das amostras analisadas, fato coincidente com Faria et al.
(2002), Peresi et al. (2001) e Souza et al. (2002), contradizendo aos
encontrados por Furlanetto, Santos & Hara (1996) e Vieira & Massaguer
(1999).

A bactéria do género Listeria € encontrada largamente
distribuida na natureza e tem sido isolada de ambientes naturais, como

solo, vegetacdo, aguas residuais, fezes de animais, pessoas sadias,



animais portadores e em diversos tipos de alimentos, como carnes
frescas ou produtos carneos, frangos, pescados, leite e derivados,
conforme evidenciados por Silva & Tibana, 1995.

Alguns fatores tornam o leite um dos produtos mais
perigosos na transmissao de Listeria monocytogenes, pois, além de tratar-
se de excelente meio de cultura, podera ocorrer sua contaminagao
durante os processos de ordenha, transporte, resfriamento ou
beneficiamento. A sua sobrevivéncia ou o seu desenvolvimento no leite
refrigerado e, consequentemente nos seus subprodutos sao favorecidos
pela natureza psicrotrofica e possivel termotolerancia (Langoni &
Fonseca, 1997).

Verificou-se finalmente que, das trinta e uma amostras
analisadas (100,00%), trinta (96,80%) apresentaram-se em desacordo
com um ou mais padrdes da legislagao brasileira, sendo que tais achados
sugerem a qualidade inadequada das matérias-primas e/ou condigdes
improprias de processamento e estocagem, sendo ainda este percentual
superior aqueles encontrados nos trabalhos realizados por Silva et al.
(2001), Reibnitz & Tavares (1995), Nascimento et al. (2001), Faria et al.
(2002), Laicini et al. (1993), Sa Barreto & Pereira (1999), Peresi et al.
(2001), Pedro, Germano & Matté (2001), Tavares & Garcia (1993), Rabelo
et al. (2001), Paiva & Cardonha (1999), Nicolau, Kuaye & Mesquita

(2001), Cunha et al. (1999), Vieira et al. (2001b.) e Vilela et al. (2001) e



inferior aos apresentados por Hoffmann, Silva & Vinturim (2002) e Rapini
et al. (2002).

Considerando-se a diversidade dos fatores envolvidos
com a qualidade do queijo tipo “Minas Frescal’, principalmente sob o
ponto de vista higiénico-sanitario, assim como a elevada incidéncia de
patdbgenos constatados em estudos especificos e em surtos de
toxinfecgbes, sugere-se a criacdo de programas de orientacdo voltados
principalmente para os pequenos produtores e comerciantes deste tipo de
produto, assim como a elaboracdo de normas basicas de higiene,
necessarias para que o mesmo apresente qualidade microbioldgica

satisfatoria.



5.2. Isolamento das leveduras

As leveduras submetidas aos testes taxonOmicos estdo
apresentadas na Tabela 2.

As cento e cinquenta e cinco isoladas de trinta e uma
amostras de queijo tipo “Minas Frescal’ pertencem a quatro géneros:
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces e Saccharomyces.

Foram isoladas cinquenta e nove culturas de Candida
edax (38,06%), trés de Cryptococcus albidus (1,94%), sete de
Cryptococcus laurentii (4,52%), oitenta e cinco de Debaryomyces hansenii
var. fabryii (54,84%) e uma de Saccharomyces cerevisiae (0,64%).

Pode-se verificar que as mesmas apresentaram variagdes
em seus resultados, em relacdo a descricao padrao, conforme demonstra
a Tabela 3.

As cinquenta e nove leveduras identificadas como
Candida edax diferiram da descricdo padrdo, sO por assimilar inulina
(Q24,), e além de assimilar esta fonte de carbono, quarenta e cinco
diferiram por crescerem em meio contendo 50% de glicose (Q2s, Q211,
Q3s, Q5,, Q63, Q74, Q81, Q82, Q92, Q104, Q10,, Q135, Q13s, Q145, Q15;,
Q153, Q174, Q18, Q194, Q194, Q195, Q19, Q197, Q19s, Q19, Q20,,
Q21;, Q214, Q215, Q22,, Q236, Q243, Q246, Q264, Q272, Q27;, Q27,,
Q2710, Q291, Q29,, Q29;, Q295, Q297, Q2919 € Q314), uma por crescer em

meio contendo cicloheximida 100 ppm (Q12,4), seis por ndo crescerem em



meio contendo cicloheximida 1000 ppm (Q14, Q212, Q36, Q51, Q137 €
Q203), quatro por produzirem pigmento (Q31, Q44, Q67 e Q7;), uma por
fermentar a glicose e lactose e outra por fermentar inclusive a sacarose
(Q35 e Q71).

As leveduras descritas como Cryptococcus albidus (Q3.,
Q161 e Q277), diferiram da cultura padrao por assimilarem inulina e além
disso, uma por nao assimilar D-xilose, L-arabinose e melezitose e crescer
em meio contendo 50% de glicose e duas por crescerem a 40°C (Q3s e
Q16+)

As sete culturas identificadas como Cryptococcus laurentii
diferiram desta levedura por crescerem em meio contendo nitrato, a 40°C
e por nao formarem amido (Q14, Q243, Q121, Q133, Q136, Q14,2 € Q18,).

Das oitenta e cinco leveduras descritas como
Debaryomyces hansenii var. fabryii, oitenta e quatro diferiram da cultura
padrdo por crescerem em meio contendo nitrato, a 40°C e por
assimilarem m-inositol (Q2,, Q24, Q25, Q27, Q83, Q84, Q93, Q9%:, Q114,
Q12;, Q134, Q13,, Q134, Q135, Q130, Q144, Q143, Q144, Q146, Q14s,
Q149, Q1449, Q15,, Q163, Q174, Q173, Q184, Q18,, Q18;, Q185, Q18g,
Q187, Q18s, Q1819, Q1841, Q192, Q193, Q204, Q204, Q205, Q211, Q21s,
Q224, Q22;, Q224, Q225, Q226, Q227, Q225, Q229, Q2249, Q23+, Q23;,
Q23;, Q234, Q244, Q244, Q245, Q26,, Q263, Q264, Q265, Q266, Q267,
Q265, Q269, Q274, Q274, Q275, Q275, Q275, Q29;, Q29y, Q30+, Q30y,

Q303, Q311 e Q31,), além disso, seis diferiram também por fermentarem a



lactose (Q73, Q21, e Q294), produzirem pigmentos (Q14; e Q313) e
crescer em meio contendo 50% de glicose (Q29s). Apenas uma (Q277),
diferiu da cultura padrdo, por somente crescer a 40°C e assimilar m-
inositol.

Uma levedura identificada como Saccharomyces
cerevisiae diferiu da descricdo padrao por nado fermentar a glicose, por
assimilar a lactose e nao a xilose (Q125).

O leite cru € um dos principais ingredientes de muitos
produtos lacteos. Muitas vezes informagdes sobre leveduras para este
tipo de alimento sdo apenas mencionadas a fim de detalhar os estudos
bacterioldgicos.

A taxonomia de leveduras no leite recebe uma pequena
atengao, estudos descritos por Walker & Ayres (1970), relatam a
ocorréncia de leveduras pigmentadas do género Rhodotorula, Engel
(1986), cita o isolamento de Candida curvata em amostras de leite cru.

A ocorréncia de leveduras em vinte e seis amostras de
leite pasteurizado, foi relatado por Fleet & Mian (1987), os quais isolaram
as seguintes espécies: Candida famata, Kluyveromyces marxianus,
Cryptococcus flavus, Cryptococcus diffluens e Saccharomyces cerevisiae;
este crescimento ocorreu pelo fato da Candida, Kluyveromyces e
Cryptococcus utilizarem a lactose, proteina ou gordura do leite, sendo

esta conclusdo nao aplicada para Saccharomyces cerevisiae, onde



estudos estdo sendo realizados para determinarem o substrato utilizado
pela mesma.

Nakase & Komagata (1977), descreveram pesquisas
realizadas com doze amostras de queijos importados da Europa e
América do Norte, onde cinco delas, apresentaram contagens de
leveduras entre 10° - 10® células (céls.) / g. As espécies mais
freqientemente isoladas foram Debaryomyces hansenii e Candida
lipolytica.

Pesquisas relatadas por Fleet & Mian (1987), estudaram
vinte e trés amostras de queijo Cheddar da Australia e demonstraram que
48,0% apresentavam contagens de leveduras em torno de 10* - 10° céls. /
g e 37,0% das dezenove amostras de Cottage continham 10° - 107 céls. /
g. As espécies encontradas, em ambos os queijos, foram: Candida famata
(38,0%), Kluyveromyces marxianus (19,0%) e Candida diffluens (14,0%).
Os autores puderam concluir que as culturas isoladas demonstraram
capacidade de crescimento nos queijos Cheddar e Cottage durante o
periodo de estocagem até 5°C por dez dias.

Boer & Kuik (1987) e Nooitgedagt & Hartog (1988),
relataram as analises de duzentas e cinqlenta e seis amostras de queijos,
entre eles Blue-veined, Brie, Camembert, Danablue, Roquefort e
Gorgonzola. 87% das amostras de Gorgonzola e 77% de Roquefort
apresentavam indices elevados para contagens de leveduras 10" - 10°

céls. / g. Em relagao ao isolamento e taxonomia, a espécie Debaryomyces



hansenii foi isolada com mais frequéncia, sendo também encontradas
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae e Yarrowia
lipolytica. As amostras de queijos Brie e Camembert, revelaram que 60%
destas, apresentavam uma populacéo de leveduras maior que 10° céls. /
g, sendo isoladas Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces marxianus e algumas espécies de Candida, sendo que
esta ultima predominava sobre as isoladas.

Segundo Martinez, Tesone & Quevedo (1986), a presenca
de leveduras nos queijos pode ser originaria do leite, de contaminagdes
durante a sua fabricagao, de equipamentos de processo, meios de cultura

para bactérias acido lacticas, adicdo de sal ou cultura para fungos.



Tabela 2 - FreqUéncia relativa dos quatro géneros de leveduras isoladas.

Leveduras

Caddigo das culturas

Porcentagem (n=155)

Candida edax

Cryptococcus albidus

Cryptococcus laurentii

Debaryomyces hansenii var. fabryii

Saccharomyces cerevisiae

Q14, Q23, Q241, Q24,, Q34, Q35, Q36, Q3s, Q44, Q54, Q5,,
Q63, Q67, Q74, Q7,, Q74 Q84, Q8, Q9,, Q104, Q10,,
Q12,4, Q135, Q137, Q13s, Q145, Q154, Q15;, Q174, Q18,,
Q194, Q19,, Q195 Q19 Q197, Q195, Q19,, Q20,, Q203,
Q21;, Q214, Q215, Q22,, Q23¢, Q24,, Q24;, Q244, Q26,
Q27,, Q27;, Q274, Q2749, Q294, Q29,, Q29;, Q29;5, Q29;,
Q2910 e Q314

Q3,, Q1641 e Q24,
Q11, Q213, Q121, Q133, Q136, Q142 e Q184

Q2,, Q24, Q25, Q27, Q73, Q83, Q84, Q9;, Q94, Q114, Q123,
Q134, Q13,, Q134, Q135, Q144, Q14;3, Q144, Q14 Q144
Q145, Q144, Q1449, Q15,, Q163, Q174, Q175, Q184, Q18,,
Q18;, Q185, Q186, Q18+, Q185, Q1840, Q1844, Q19,, Q19;,
Q20+, Q204, Q205, Q214, Q21,, Q216, Q224, Q22;, Q224,
Q225, Q226, Q227, Q225, Q224, Q22+, Q234, Q23,, Q23;,
Q23,4, Q235, Q24,, Q24,, Q245, Q26,, Q26;, Q26,, Q265,
Q265, Q26,, Q265, Q26,, Q274, Q274, Q275, Q27¢, Q277,
Q275, Q29,, Q296 Q29;, Q29, Q304, Q30,, Q30;, Q31;4,
Q312 e Q313

Q125

38,06%

1,94%

4,52%

54,84%

0,64%
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras.

Candida edax

Prova/Cultura
Q1, Q2% Q2,; Q24, Q3 Q35 Q3¢ Q3g Q4,4 Q5,4

Pigmento C C C C P C C C P C
Esporos + + + + + + + + + +
F. glicose - - - - - + - - - -
F. maltose - - - - - - _ - . _
F. sacarose - - - - - - - - - -
F. lactose - - - - - + - - - _
Glicose + + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + + +
L-sorbose + + + + + + + + + +
Maltose + + + + + + + + + +
Sacarose + + + + + + + + + +
Celobiose + + + + + + + + + +
Trealose + + + + + + + + + +
Lactose + + + + + + + + + +
Melibiose + + + + + + + + + +
Rafinose + + + + + + + + + +
Melezitose + + + + + + + + + +
Inulina + + + + + + + + + +
Amido sol. + + + + + + + + + +
D-xilose + + + + + + + + + +
L-arabinose + + + + + + + + + +
D-arabinose + + + + + + + + + +
D-ribose + + + + + + + + + +
L-ramnose + + + + + + + + + +
Etanol + + + + + + + + + +
Glicerol + + + + + + + + + +
Eritritol + + + + + + + + + +
Ribitol + + + + + + + + + +
Galactitol + + + + + + + + + +
D-manitol + + + + + + + + + +
D-glucitol + + + + + + + + + +
Salicina + + + + + + + + + +
Citrato + + + + + + + + + +
m-inositol + + + + + + + + + +
Glicosamina + + + + + + + + + +
Nitrato + + + + + + + + + +
Glicose 50% - + + - - - _ + B _
Ciclo.100ppm + + + + + + + + + +
Ciclo.1000ppm - + + - + + - + + .
NaCl 10% + + + + + + + + + +
Uréia - - - - - - - . R _
D.B.B. - - - - - - - - - -
Sint. amido - - - - - - - - - -
35°C + + + + + + + + + +
40°C + + + + + + + + + +
42°C + + + + + + + + + -
(continua)

*C= creme; *P="pink”; F.= fermentac¢ao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Candida edax
Prova/Cultura
Q5, Q63 Q6; Q7,4 Q7, Q7,4 Q8; Q8, Q9, Q104

Pigmento C C P C P C C [} C C
Esporos + + + + + + + + + +
F. glicose - - - + - - - - - -
F. maltose - - - - - - - - _ .
F. sacarose - - - + - - - - - -
F. lactose - - - + - - - - - -
Glicose + + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + + +
L-sorbose + + + + + + + + + +
Maltose + + + + + + + + + +
Sacarose + + + + + + + + + +
Celobiose + + + + + + + + + +
Trealose + + + + + + + + + +
Lactose + + + + + + + + + +
Melibiose + + + + + + + + + +
Rafinose + + + + + + + + + +
Melezitose + + + + + + + + + +
Inulina + + + + + + + + + +
Amido sol. + + + + + + + + + +
D-xilose + + + + + + + + + +
L-arabinose + + + + + + + + + +
D-arabinose + + + + + + + + + +
D-ribose + + + + + + + + + +
L-ramnose + + + + + + + + + +
Etanol + + + + + + + + + +
Glicerol + + + + + + + + + +
Eritritol + + + + + + + + + +
Ribitol + + + + + + + + + +
Galactitol + + + + + + + + + +
D-manitol + + + + + + + + + +
D-glucitol + + + + + + + + + +
Salicina + + + + + + + + + +
Citrato + + + + + + + + + +
m-inositol + + + + + + + + + +
Glicosamina  + + + + + + + + + +
Nitrato + + + + + + + + + +
Glicose 50% + + - - - + + + + +
Ciclo.100ppm + + + + + + + + + +
Ciclo.1000ppm + + + + + + + + + +
NaCl 10% + + + + + + + + + +
Uréia - - - - - - - . . _
D.B.B. - - - - - - - - - -
Sint. Amido - - - - - - - - - -
35°C + + + + + + + + + +
40°C + + + + + + + + + +
42°C + + + + + + + + + +
(continua)

*C= creme; *P="pink”; F.= fermentac¢ao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Candida edax
Prova/Cultura
Q10, Q12, Q135 Q13; Q13; Q145 Q15; Q15; Q17, Q18

Pigmento C C C C C C C C C C
Esporos + + + + + + + + + +
F. glicose - - - - - - - - _ _
F. maltose - - - - - - -
F. sacarose - - - - - - - - - -
F. lactose - - - - - - - - _ _
Glicose + + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + + +
L-sorbose + + + + + + + + + +
Maltose + + + + + + + + + +
Sacarose + + + + + + + + + +
Celobiose + + + + + + + + + +
Trealose + + + + + + + + + +
Lactose + + + + + + + + + +
Melibiose + + + + + + + + + +
Rafinose + + + + + + + + + +
Melezitose + + + - + + + + + +
Inulina + + + + + + + + + +
Amido sol. + + + + + + + + + +
D-xilose + + + + + + + + + +
L-arabinose + + + + + + + + + +
D-arabinose + + + + + + + + + +
D-ribose + + + + + + + + + +
L-ramnose + + + + + + + + + +
Etanol + + + + + + + + + +
Glicerol + + + + + + + + + +
Eritritol + + + + + + + + + +
Ribitol + + + + + + + + + +
Galactitol + + + + + + + + + +
D-manitol + + + + + + + + + +
D-glucitol + + + + + + + + + +
Salicina + + + + + + + + + +
Citrato + + + + + + + + + +
m-inositol + + + + + + + + + +
Glicosamina  + + + + + + + + + +
Nitrato + + + + + + + + + +
Glicose 50% + - + - + + + + + +
Ciclo.100ppm + + + + + + + + + +
Ciclo.1000ppm + - + - + + + + + +
NaCl 10% + - + + + + + + + +
Uréia - - - - - - . _
D.B.B. - - - - - - - - - -
Sint. Amido - - - - - - - - - -
35°C + + + + + + + + + +
40°C + + + + + + + + + +
42°C + + + + + + + + + +
(continua)

*C= creme; *P="pink”; F.= fermentac¢ao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Prova/Cultura
Q19; Q19,

Q195

Candida edax

Q19

Q19

Q19 Q19 Q20,

Q20

Pigmento C C
Esporos + +
F. glicose - -
F. maltose

F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia

D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

I I T Ik T T T T o S S S S S S S S S S S e
ST T T I S S A S S T T T T T i o R T S S S S A S R

+ + +
+ + +

C

Tk T T T i T T S S S S e e S S S S A A S T T i I I T

+ + +

C
-+

++++++++++++ A+

+ + +

C
+

T Tk T T T S S T S S e S e A T T T T T T T T T S S S S S S

+ + +

Rk T T T i T T S S S S S e e S S e S S S S S I I I
T T I I T S S S S S e S I Tk T T T T T T T T I T S S SRR S S S
R T S S S e e e T T T T i i 2 T S o ST S S S S S S S S A S S

+ + +
+ + +
+ + +

. T I T S S S S S S S S S S S T T O T T T I T T i S

T

+

+ + +

T T T I S S A S S T T Tk T T i o T T S S S S S S A A S S

+ o+

+

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Candida edax
Prova/Cultura
Q21, Q215 Q22, Q23 Q24, Q24; Q24 Q26, Q27, Q27,

Pigmento C C C C C C C C C C
Esporos + + + + + + + + + +
F. glicose - - - - - - - - - -
F. maltose

F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia

D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

'
T T T T S S S S S A A T T T T T T T T i I T T S S S S S S
kT T T T i T T S i S T e e e S S S S S A S S A T I I T I

1
T T I S S S S S S T T Tk T T S o T T S S S S S S S S S
kT T T T i T T S S S S e S S S S S S A S S T T i IR I T
SN Tk T e T S S S S S S A A A I T T T T T T T T T S S S S S S
O Tk T T T S S S S S e S S e A T S o T S S S S A S A I S
R T T T T Tk T T T i S T S S S S S S S S S S S A A S A T T e S
T T I T S S S S e . T T Tk T T T T S I T T S S S o S S

I T T T i e T S S S S S S S S S S S S S S A A i I I
T T S S S S S A S S I T ik i i 2 s 2 s S S S S S S S S S S

+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ 4+ 0
+ 4+ + 0
+++ 0 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ 0 0

+

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Prova/Cultura

02710

Candida edax

Q29

Q29;,

Q29;

Q29

Q29,

Q29,, Q314

Pigmento
Esporos

F. glicose

F. maltose
F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia
D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

T I I T S S S S S S S I T T T T T T T T S S T T S S S S S S

+ + +

T T I T T S T S S e S e A T T T T Tk K T T S S S S S

+ + +

C
+

O T I T S S S S S e . T T Tk Tk i T T S T T S S S S o S S

+ + +

C
+

Tk T T T S S S S S e S I Tk T T T T T T ik T T T S S S S S S

+ + +

C
+

T T T S S A S S O T T Tk T T i i T i S S T T S S S S S

+ + +

Tk T T S S T S S S S S A e I T T T T T T T T T s o S S S

+ + +

R T T T T T T T T S S T S S S S S S S S A S S A A . IR I T i S

+ + +

C

+++++++++++++

+ + +

I T S S S I T T T i i T S S S S S e S S A .

+ o+

+

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao

apresentados pelas leveduras (continuagao).

Prova/Cultura

Cryptococcus albidus

Q3,

Q16,4

Q24,

Q14

Q23 Q124

Q13;

Cryptococcus laurentii

Q136

Q14,

Pigmento
Esporos

F. glicose

F. maltose
F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia
D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

C
+

. T I T S S S S S e A . T T T T T T T i I S S S

+ o+ + 0

+ + +

C
+

R I T I T S S S S

N S TETTEE T S T S S S S S S ST

+ + +

C
+

T T I T S S S A S e Tk T T T T T T T i S S S S T

+ + 0

-+

R T T T T i i T S S T S S S S S S S S S S S S A A I T

+ + +

+ + +

P
+

T I T S S S S S S e A A e I T T T T T T T i I i T i S

+ +

+ + +

P
+

L Tk Ik Tk T i T S S S S S e e A S S A A A I T I I I I

+ + +

+ + +

P
+

SR S S S S S S S S S S A S N Bk T i T i i i S S S S S S

+ + +

+ + +

P
+

O T T S S S S S S e e s T T T T T T T S S T T S S S S S S A S S

+ o+

I T T T T i T T S i S T S e e S S S S S S S S S A I I I A

+ + +

+ + +

++++++++++++++

+ + + 0

+ +

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Debaryomyces hansenii var. fabryii

Prova/Cultura
Q2, Q2, Q25 Q2, Q7; Q8; Q8, Q9; Q9, Q11

Pigmento
Esporos

F. glicose

F. maltose
F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia
D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

C C C
+ + +

+ +0
+ +0
+ +0
+ +0
+ + 0
+ O
O

T Tk Tk T T T e o S S S S S S S S S S S S S R e T
R T T I T S S A S S A A T T T T T T T T T S I S S S S
Tk T 2 T S S S S S S S S S e T T Tk T T T i T T i i S S
T K I T T S S S S S R SR I i I T T T S S S S
T I T T o T T S S S S S S S A S S A T i T I T i I
T T T T S S S S S S A T T Tk T T ik S I T S S S S S S S
R T T T S S S S S S e T T Tk T T ik S I T S S S S S S S

ST T T I T S S S S S S S A A . T T T T T T S R T S S S S S S

T T Ik T T i T T S S S e S e S S A S A A T T T T T T 2 T
R TR T T T T T T T i T T S e e e S S S S S S S S S A I I T

+
+
+
+
+
+

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Debaryomyces hansenii var. fabryii
Prova/Cultura
Q12; Q13; Q13, Q13, Q13 Q14; Q14; Q14, Q144

Pigmento C C C C C C C C C
Esporos + + + + + + + + +
F. glicose - - - - - + - + -
F. maltose

F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia

D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

1
1
1
1
1
1
1
+
1

T Tk Tk T T T e o S S S S S S S S S S S S S R e T
R T T I T S S A S S A A T T T T T T T T T S I S S S S
T K I T T S S S S S R SR I i I T T T S S S S
T T T T S S S S S S e T T Tk T T ik i I T S S S S S S S
kI T S S S S S e S S S e e A s T T T T i T i S S RS
T T T T S S S S S S A T T Tk T T ik S I T S S S S S S S
Ok T T T T i T T S S S S S e e S S S A i T I T T I S

R TR T T T i T T T i T T S e e i S S S S S e e I T T I T
T Tk T T i T T S S S S A S S A S A A i T T T T T 2 T

+
+
+
+
+
+
+

+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ 0 0

+III

- +

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Debaryomyces hansenii var. fabryii
Prova/Cultura
Q14; Q14 Q144 Q15, Q163 Q17; Q17; Q18; Q18, Q18;

Pigmento C C C C C C C C C C
Esporos + + + + + + + + + +
F. glicose - - - - - - + - _ +
F. maltose - - - R - B B
F. sacarose - - - - - - - - _ _
F. lactose - - - - - - - - . R
Glicose + + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + + +
L-sorbose + + + + + + + + + +
Maltose + + + + + + + + + +
Sacarose + + + + + + + + + +
Celobiose + + + + + + + + + +
Trealose + + + + + + + + + +
Lactose + + + + + + + + + +
Melibiose + + + + + + + + + +
Rafinose + + + + + + + + + +
Melezitose + + + + + + + + + +
Inulina + + + + + + + + + +
Amido sol. + + + + + + + + + +
D-xilose + + + + + + + + + +
L-arabinose + + + + + + + + + +
D-arabinose  + + + + + + + + + +
D-ribose + + + + + + + + + +
L-ramnose + + + + + + + + + +
Etanol + + + + + + + + + +
Glicerol + + + + + + + + + +
Eritritol + + + + + + + + + +
Ribitol + + + + + + + + + +
Galactitol + + + + + + + + + +
D-manitol + + + + + + + + + +
D-glucitol + + + + + + + + + +
Salicina + + + + + + + + + +
Citrato + + + + + + + + + +
m-inositol + + + + + + + + + +
Glicosamina  + + + + + + + + + +
Nitrato + + + + + + + + + +
Glicose 50%  + + + + + + + + + +
Ciclo.100ppm + + - + + + + + + +
Ciclo.1000ppm - - - + - - + - . .
NaCl 10% + + + + + + + + + +
Uréia - - - - - - - - . .
D.B.B. - - - - - - - _ . }
Sint. Amido - - - - - - - - . .
35°C + + + + + + + + + +
40°C + + + + + + + + + +
42°C + + + - + + + 3 i +
(continua)

*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao

apresentados pelas leveduras (continuagao).

Debaryomyces hansenii var. fabryii

Prova/Cultura
Q185 Q18¢

Q18;

Q18s

Q1810

01811

Q19;

Q19;

Pigmento C C
Esporos + +
F. glicose - -
F. maltose

F. sacarose

F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina

Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol

Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia

D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C -

L T T T T T S o S S S S S S S S S S S s T i T T

T T T T T S T S S S S A A A T T T T i T T T S S S s

+

+ +
+ +

C
+

T T T T T S S S S S T T TR T T i Tk T T S c e S S S S

1 o+ 1

+ + +

C

-+
+

+ 4+ ++++++++++F A+ o+

+ + +

C
+

S T T T T T S S S S S S A R T T T T T T T T T T i N S

+ + +

C

+
-+

+

RN TR I T T T T T T i T T S S e e S S S S S S S A A . T

+ + +

C
+

Ik T T S S S S S e e A L I T Tk T T T T i I S S S S S S s

+ + +

C

+

T T T i i T T S S e S S e S S A S A T T T T T T T 2 s

+ + +

R TR T T T i T T T s o T S S S e S S S S S S S S S I I T

+ + +

T T T S e S S S e e T Tk T T b S T S S S ST Sy A RS A RS

-+
+

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.

82



83

Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Debaryomyces hansenii var. fabryii
Prova/Cultura
Q20s Q21; Q21, Q21 Q22 Q22; Q22, Q225 Q22 Q22

Pigmento C C C C C C C C C C
Esporos + + + + + + + + + +
F. glicose + + + - - + - - - +
F. maltose

F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia

D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

1
+
1
1
+
1
1
1
+

T T i I T S S e S e S S S S S S i i T i i T T
T T Tk T T i T T T i o T S e e e S S S S S S S T T T 2 T s
Tk T I T S S S S S S S S S AT T S S S S S S A T
T T S S S S S S S S A T T S S S S S T T S S
R T T T T o T T S S S S S S S S S S S A A S A T T A T S S
T T T T S S S S S S A T T Tk T T ik S I T S S S S S S S
R i T T T S e S S e T T T T T ik i I T S S S S A S S
+++++++ A+ A+ F At A+
I T I T S S S S S S S A A T T T T T T T T i I S S S SR

i T T T S e S S e e L ik T T T i I T S S S S S S S A A Ss

+
+
+
+
+
+
+
+
+

+ + + 0 0
+ + + 0 0
4+
+ + + 0 0
+ + + 0 0
4+
+ + + 0 0

+ + 0 0
4+ + 0

+ oo

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Debayomyces hansenii var. fabryii
Prova/Cultura
Q22; Q22 Q22 Q23; Q23, Q23; Q23, Q23; Q24; Q24,

Pigmento C C C C C C C C
Esporos + + + + + + + +
F. glicose - - - - - - - -
F. maltose

F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia

D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

+ +0
O

1
1
1
1
1
1
'
1
+ .
1

T T T T T T T o S o S S S S S S S S S S S S R A i T T T
O T T I S S S S S S Tk T T i T e T S S S S ST S A
T T T T T S S S S S T T TR T T i Tk T T S c e S S S S
T T T I T S S A S S A A I T T T T T T T T T i T S S S
T T T I T S S S S S A I T Tk T T T T T T S S T T S S o
T T I T S S S S S S S S S I T T T T T T T T T T i
T T T T S S i S S A S I T Tk T T T T T T S S T T S S

R Tk T T T T T T T o i T S S S e S S S S A S N S

. Tk I T T S S S S e I I T T T T T T i S e S S S A S

S S S S A T T i T T i i i 2 T s c S T S S S S S S S A S S

+
+
+
+
+
+
+
+
+

+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0

+ 4+ 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0
+ 4+ + 0

+ 4+ 0 0

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.

84



85

Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao

apresentados pelas leveduras (continuagao).

Prova/Cultura

Debaryomyces hansenii var. fabryii

Q24s Q26,

Q26

Q26,4

Q265

Q265

Q26,

Q264

Q264

Pigmento
Esporos

F. glicose

F. maltose
F. sacarose
F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina
Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol
Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm

Ciclo.1000ppm

NaCl 10%
Uréia
D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

C C
+ +

O T T I S S S S S S Tk T T i T e T S S S S ST S A

e TR T T i T T i S S S S S S S S S A S IR AR

+

+ +
+ + +

C
+

T T T T T S S S S S T T TR T T i Tk T T S c e S S S S

o+ 1

+ + +

C
-+

++++++++++++F A+

o+ 1

+ + +

C
+

T T T I T S S S S S A I T Tk T T T T T T S S T T S S o

" T

+ + +

C
+

T T I T S S S S S S S S S I T T T T T T T T T T i

o+ 1

+ + +

C
+

T T T T S S i S S A S I T Tk T T T T T T S S T T S S

+

+ + +

C

i T T S S S S S . Tk T T T T T T S S S S S S

o+ 1

+ + +

R T I T S S S S S e S S e e T T T T T T Tk T T T i 2

o+ 1

+ + +

O T T I S S S S e Tk T T T T T T T S S S S S S o

' T

+ o+

+

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao

apresentados pelas leveduras (continuagao).

Debaryomyces hansenii var. fabryii

Prova/Cultura
Q27, Q275

Q27

Q27

Q274

Q29,

Q29

Q29

Pigmento C C
Esporos + +
F. glicose + -
F. maltose

F. sacarose

F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina

Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol
Glicerol
Eritritol

Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia

D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C -

I I I S T T S S S S S S S S S S S T T T T i T T T T R
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+

+

N TR I T T T T T T S T S S S e S S S A S S S S S A T S T

+ + +

C
-+

++++++++++++F A+ o+

+ + +

C
+
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1 1 o+ 1

+ +

C

+
+
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+ + +

C

+
+
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+ + +

C

+ +
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+ + +
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+

(continua)
*C= creme; *P="pink”; F.= fermentacao de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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Tabela 3 - Resultados das provas morfolégicas, fisioldgicas e de assimilagao
apresentados pelas leveduras (continuagao).

Debaryomyces hansenii var. fabryii Saccharomyces cerevisiae
Prova/Cultura
Q30, Q30; Q314 Q31, Q313 Q125

Pigmento C C C C P C
Esporos + + + +
F. glicose - - - -
F. maltose - - - -
F. sacarose

F. lactose
Glicose
Galactose
L-sorbose
Maltose
Sacarose
Celobiose
Trealose
Lactose
Melibiose
Rafinose
Melezitose
Inulina

Amido sol.
D-xilose
L-arabinose
D-arabinose
D-ribose
L-ramnose
Etanol

Glicerol
Eritritol

Ribitol
Galactitol
D-manitol
D-glucitol
Salicina
Citrato
m-inositol
Glicosamina
Nitrato
Glicose 50%
Ciclo.100ppm
Ciclo.1000ppm
NaCl 10%
Uréia

D.B.B.

Sint. Amido
35°C

40°C

42°C

+ +

v+ 1

+

T T T S S S A e A I Tk T T T T T T T S S T T S S S S
T T T S S S e Tk T T T i T T T S S S S S S S
s T T T S S e R e A I T T T T T T T T S I e T S S S S

L Tk T T s T e S s S S S S e S e S S A S S S I S S S S S S

1

L Tk I T T S T T S S S S S S S A S S S T I T T T T I T

++ + 0+
+ 4+ + 0+
+ 4+ + 0+
+ 4+ 0

+ 4+ + 0+
+ o+ + |

*C= creme; *P="pink”; F.= fermentag¢ado de; Amido sol.= amido soluvel; Ciclo.= cicloheximida;
Sint. de amido= Sintese de amido.
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5.3. Resisténcia aos principais conservantes alimenticios permitidos na

legislagao vigente

No Brasil, os conservantes sdo definidos pela legislacao
como “substancias que impedem ou retardam a alteragdo dos alimentos
provocada por microrganismos ou enzimas” (Brasil, 1997). A referida lei
permite o uso de diferentes conservadores em alimentos, sendo que entre
0s mais utilizados estdo os benzoatos e os sorbatos (Tfouni & Toledo,
2001).

Todas as cento e cinquenta e cinco leveduras isoladas
foram sensiveis aos dois conservantes alimenticios testados “in vitro”, isto
€, benzoato de sddio e sorbato de potassio nas seguintes concentragdes:
0,1; 0,2 e 0,4% para o primeiro e 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4% para o segundo.

O acido benzoico € um dos conservadores mais
empregados nas industrias tanto farmacéuticas como alimenticias,
apresentando atividade contra bolores, leveduras e bactérias, sendo mais
eficiente contra bactérias e leveduras, podendo ser utilizado puro ou como
sais de sodio, calcio ou potassio (Sofos, 1995).

O &cido sorbico como conservador de alimentos é
bastante usado em todo o mundo, podendo ser empregado puro ou como
sais de sodio, calcio ou potassio. Os sorbatos sdao mais eficazes
principalmente contra bolores e leveduras, embora atuem também sobre

uma variedade ampla de bactérias (Jay, 1996).



Observou-se que o0s conservantes benzoato de sédio e
sorbato de potassio, nas mesmas concentragdes testadas neste trabalho,
apresentaram, resultados similares aos obtidos por Silva et al. (2002).

Em um estudo desenvolvido por Neves, Pampulha &
Loureiro-Dias (1994), a concentragao de 0,05% de sorbato de potassio foi
eficaz em 80,0% das seguintes leveduras testadas: Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomycodes ludwigii e Zygosaccharomyces bailii.

A inibicdo pelo benzoato de sodio e sorbato de potassio
na concentragéo de 0,2% foi similar aquela obtida por Coelho, (2001) e
Mansor, (2001). A de benzoato de sodio a 0,1% e sorbato de potassio em
0,05 e 0,1% foi similar a de Mansor, (2001) e superior a de Coelho,
(2001).

Apesar dos resultados demonstrarem a sensibilidade de todas
estas leveduras aos conservantes alimenticios empregados, acredita-se
que com os devidos cuidados nas diversas etapas de processamento,
incluindo-se a selecao das matérias-primas, e por meio de procedimentos
adequados de limpeza e desinfeccdo, podem-se sanar os principais
problemas de deterioragado e/ou patogenicidade de produtos derivados de

leite.



5.4. Sensibilidade a um tratamento térmico (63°C/30 min.)

A escolha de tempo e temperatura a serem usados neste
tratamento que envolve um produto alimenticio dependera do efeito que o
calor exerga sobre o mesmo.

Temperaturas elevadas causam a desnaturagdo de
proteinas e a inativacdo de enzimas necessarias ao metabolismo
microbiano.

Para Franco & Landgraf (1996), a pasteurizacdo pode ter
duas finalidades distintas: destruicdo de todos o0s microrganismos
causadores de doengas (por exemplo, a do leite) ou destrui¢cao / redugao
do numero de microrganismos deteriorantes (por exemplo, a do vinagre e
de sucos). Este processo € aplicado a alimentos acidos ou muito acidos
(pH < 4,5), aos que sao conservados sob refrigeragdo ou congelamento e
ainda aqueles submetidos a concentracdo e desidratagao.
Consequentemente, ndao havera condigdes para a multiplicacdo das
formas microbianas que resistem a pasteurizacao.

Em relagcdo ao leite, a pasteurizagdo pode ser atingida
sob diferentes combinagdes de tempo / temperatura. As mais comuns sao
baixa temperatura / longo tempo (63°C / 30 minutos) e alta temperatura /
tempo curto ( 72°C / 15 segundos).

Conforme o0s resultados encontrados na Tabela 4

verificou-se que das cento e cinqlienta e cinco leveduras isoladas



(100,00%), apenas vinte e uma (13,55%), foram resistentes ao tratamento
térmico aplicado, sendo que oito estdo representadas por Candida edax
(Q34, Q54, Q52, Q153, Q199, Q243, Q295 e Q314), uma por Cryptococcus
albidus (Q3;), duas por Cryptococcus laurentii (Q1; e Q1241) e dez por
Debaryomyces hansenii var. fabryii (Q134, Q139, Q15,, Q184, Q185, Q29,
Q30+, Q30,, Q311 e Q313). As cento e trinta e quatro (86,45%) restantes
sensiveis ao tratamento térmico estdo apresentadas na Tabela 5.

Algumas leveduras de mesma espécie, apresentaram
comportamento diferente com relacdo ao tratamento térmico,
considerando que estas também diferiram em uma ou mais caracteristicas
das culturas padréo.

Relacionando o comportamento das vinte e uma
leveduras resistentes a um tratamento térmico, com os conservantes
alimenticios testados, verificou-se que as culturas de Candida edax,
Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii e Debaryomyces hansenii
var. fabryii foram sensiveis ao benzoato de sédio e sorbato de potassio,
principalmente, em suas menores concentragdes, ou seja, 0,1 e 0,05%
respectivamente. Somente a Saccharomyces cerevisiae foi sensivel para

ambos os testes.



Tabela 4 - Freqiiéncia relativa dos quatro géneros de leveduras resistentes ao tratamento térmico 63°C por 30 minutos.

Leveduras Cédigo das culturas Porcentagem (n=21)
Candida edax Q34, Q54, Q5;, Q153, Q19,, Q243, Q295 € Q314 38,10%
Cryptococcus albidus Q3; 4,76%
Cryptococcus laurentii Q14, e Q124 9,52%
Debaryomyces hansenii var. fabryii Q134, Q134, Q15,5, Q184, Q18s, Q295, Q304, Q303, Q314 € 47.,62%

Q313




Tabela 5 - Freqiiéncia dos quatro géneros de leveduras sensiveis ao tratamento térmico 63°C por 30 minutos.

92

Leveduras Caddigo das culturas Porcentagem
(n=134)
Q14, Q28- Q211, Q212: Q35; Q36, Q38, Q41, Q63, Q67, Q71, Q72, Q74, Q81, Q82,
Q9,, Q104, Q10,, Q124, Q135, Q137, Q135, Q145, Q154, Q174, Q18,, Q194,
Candida edax Q19,, Q195, Q196, Q197, Q19;, Q20,, Q205, Q213, Q214, Q215, Q22,, Q236, 38,06%
Q24,, Q24¢, Q264, Q27,, Q27;, Q27,, Q2710, Q294, Q29,, Q29;, Q29; e
Q2910
Cryptococcus albidus Q164 e Q24, 1,49%
Cryptococcus laurentii Q243, Q133, Q13¢, Q14, € Q18,4 3,73%
Q2,, Q24, Q25, Q27, Q735, Q83, Q84, Q93, Q94, Q114, Q123, Q134, Q13,, Q144,
Q143, Q144, Q146, Q147, Q145, Q149, Q14+, Q16;, Q174, Q175, Q18,, Q183,
Q185, Q185, Q187, Q18+, Q1841, Q19,, Q193, Q204, Q204, Q205, Q214, Q21,,
Debaryomyces hansenii var. fabryii Q21s, Q224, Q223, Q224, Q225, Q224, Q22,, Q225, Q224, Q2249, Q23+, Q23,, 55,97%
Q23;, Q234, Q235, Q24+, Q24,, Q245, Q26,, Q26;, Q264, Q265, Q265, Q267,
Q265, Q264, Q27+, Q274, Q275, Q27¢, Q277, Q275, Q29,4, Q295, Q29,, Q30, €
Q31,
Saccharomyces cerevisiae Q125 0,75%




6. CONCLUSOES

Das trinta e uma amostras de queijo tipo “Minas Frescal’
analisadas (100,00%), trinta (96,80%) apresentaram-se em desacordo
com um ou mais padrdes da legislacéo brasileira, sendo trinta (96,80%)
para Staphylococcus aureus, doze (38,70%) para Salmonella sp e doze
(38,70%) para Staphylococcus aureus e Salmonella sp e entédo
consideradas “impréprias para o consumo humano”;

As culturas de leveduras isoladas pertencem,
especificamente, a Candida edax (38,06%), Cryptococcus albidus
(1,94%), Cryptococcus laurentii (4,52%), Debaryomyces hansenii var.
fabryii (54,84%) e Saccharomyces cerevisiae (0,64%);

Todas as espécies identificadas foram sensiveis aos dois
conservantes alimenticios testados, isto é, benzoato de sodio nas
concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4% e sorbato de potassio a 0,05; 0,1; 0,2 e
0,4%;

Para a sensibilidade ao tratamento térmico de 63°C por
30 minutos apenas vinte e uma (13,55%) das leveduras foram resistentes;
e

As leveduras identificadas frente aos conservantes
alimenticios testados, mesmo em suas menores concentragdes,
apresentaram maior sensibilidade que ao tratamento térmico de 63°C por

30 minutos.
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