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RESUMO:

O queijo € um produto rico em nutrientes, e quando elaborado com leite cru e sem os devidos cuidados
de higiene, possibilita a rapida multiplicagdo de micro-organismos. Esta pesquisa teve objetivo de
avaliar a qualidade microbiolégica de amostras de queijo coalho comercializado em supermercados e
em feiras livres de Itaporanga-PB. Foram analisadas 6 amostras denominadas por amostras A, B, C, D,
E e F coletadas no periodo de junho a julho de 2011, submetidas a testes de Coliformes totais e
termotolerantes, mesofilos, bolores e leveduras e pesquisa de Staphylococcus aureus. As anélises
foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de analise de leite e derivados da UFCG Campus
Patos-PB, segundo metodologia descrita no APHA. Os resultados evidenciaram que todas as amostras
apresentaram contaminagdo por coliformes totais, mesofilos e Staphylococcus aureus por
apresentarem alta contagem de micro-organismos, estando em desacordo com as portarias N°146 de
07/03/1996 ¢ RDC N° 12 de 02/01/2001 que estabelecem os limites de referéncia. Para coliformes
termotolerantes 2 estavam fora dos padrdes exigidos PE legislagdo. Quanto a bolores e leveduras
houve auséncia em 3 das amostras analisadas. Conforme os resultados apresentados a presenga de
coliformes termotolerantes e Staphylococcus aureus associada a grande prevaléncia de coliformes
totais, mesdfilos ,bolores e leveduras, sdo indicativos da baixa qualidade higiénica do queijo coalho
podendo favorecer a presenga de micro-organismos patogénicos no produto. Devido a esses fatores o
controle de contaminagdo microbiana e as boas praticas de fabricagiio desse tipo de queijo sdo

importantes para a qualidade do produto.

Palavras-Chave: queijo coalho, coliformes, mesofilos, bolores e leveduras, Staphylococcus aureus,

qualidade higiénico-sanitaria.
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ABSTRACT:

Cheese is a product rich in nutrients, and be prepared with raw milk without due care and hygiene,
allows the rapid multiplication of micro-organism. This research was conducted to evaluate the
microbiological quality of samples of curd cheese sold in supermarkets and street markets Itaporanga-
PB. We analyzed six samples denoted by A, B, C, D, E and F collected in the period from June to July
2011, subject to the toelf of total coliforms and termotolerantes, mesophiles, molds, yeasts and
Staphylococcus aureus research. Analyses were performed in the Microbiology Laboratory analysis of
dairy products UFCG Campus of Patos-PB, using methods described in APHA. The results showed
that all samples had total coliforms, mesophiles and Staphylococcus aureus due to high counts of
micro-organism, being contrary to the decrees number 146 of 07.03.1996 and RDC number 12 of
02.01.2001 establishing the reference limits. For fecal coliform two were outside the required
standards legislation. As for yeasts and molds was absent in three of the samples. As the results
presented to the presence of fecal coliform and Staphylococcus aureus associated with high prevalence
of total coliforms, mesophiles, yeasts and molds are indicative of poor hygienic quality of curd cheese
may favor the presence of pathogenic micro-organisms in the product. Due to these factors control
microbial contamination to the good manufacturing practices this type of cheese are important for

product quality.

Keywords: cheese curds, coliforms, mesophiles, molds and yeast, Staphylococcus aureus, sanitary

quality.
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1. INTRODUCAO

O leite ¢ um produto com grande valor nutritivo para a alimentacdo humana.
Carreiam componentes quimicos como carboidratos, proteinas, vitaminas, sais minerais,
enzimas e gases. Biologicamente, ¢ definido como um produto pastoso de cor branca extraido
das glandulas mamarias de fémeas (MARQUES, 2000).

O Brasil € o sexto maior produtor de leite do mundo, no entanto, cerca de 95% do leite
produzido e comercializado ¢ classificado como leite do tipo “C” que ndo apresenta
normatizagdo nem fiscalizagdo rigorosa. No entanto a normatizagdo, fiscalizagdo e o
monitoramento eficaz por parte dos 6rgdos publicos responsaveis ¢ decisiva para o éxito da
produgdo de um leite com alta qualidade e consequentemente de seus derivados (COSTA,
2005).

No Brasil os principais Estados produtores de leite sdo: Minas Gerais, Rio Grande do
Sul, Parana, Goias, Santa Catarina e S&o Paulo, respectivamente (EMBRAPA, 2010).
Entretanto novas fronteiras produtivas tém surgido como os estados da Regifo Nordeste que
ocupa a4" colocagdo na produgdo de leite (IBGE, 2010).

Segundo Nassuet al.,(2003) na Regiio Nordeste, observa-se uma elevada taxa de
crescimento no nimero de agroindistrias que utilizam como matéria-prima o leite produzido
pelos pequenos e médios produtores. No entanto, a qualidade dos laticinios produzidos
configura-se muitas vezes como um dos principais empecilhos na sua comercializagéo.

A carga microbiana do leite depende da quantidade de micro-organismos que entram
em contato com o leite antes da ordenha ou através de contaminagdes subsegqiientes
ressaltando-se que a multiplicagdo microbiana interferena qualidade microbiolégica do leite
cru ena de queijos de produgdo artesanal. Normalmente elaborados com leite cru, destacam-
se: matéria-prima e agua de ma qualidade bacterioldgica, sanitizagdo deficiente dos utensilios
utilizados no transporte do leite ecomercializagdo a granel dos queijos, temperaturas de
refrigeragdo impréprias, hébitos pouco higiénicos dos ordenhadores e todas as condigdes
inadequadas de limpeza e higiene realizadas no processamento e comercializagdo dos
produtos lacteos (INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODS, 1991).

Entre os produtos derivados do leite fabricados na Regido do Nordeste brasileiro, em

especial na Paraiba o queijo de coalho ¢ muito produzidos, onde sdo fabricados e consumidos

(NASSUet al., 2003). A tecnologia utilizada na produgdo destes queijos é baseada na forma
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de experiéncia e o seu processamento acontece de forma mecénica, uma vezque eles
produzem o queijo com técnicas artesanais defasadas, envolvendo, muitas vezes, condutas
inadequadas quanto aos aspectos sanitarios, sendo deste modo mais propicio a contaminagdo
microbiana e, consequentemente reduz a vida util do produto, pois as caracteristicas sensoriais
do produto ainda se mantém (CAVALCANTE et al., 2007).

A contaminagdio presente nestes alimentos representa um perigo a saude publica pelo
risco decausar doengas (BORGES et al., 2003). Segundo a OMS (Organizagdo Mundial da
Saude), essas doengas atingem os individuos de todo 0 mundo e causam prejuizos financeiros
ao governo e a saide do consumidor (GENTA et al., 2005).

Nesse contexto o estudo da avaliagdo da qualidade higiénico-sanitaria de queijo de
coalho de fabricagdio artesanal comercializado no municipio de Itaporanga-PB, ¢ de suma
importéncia tendo em vista o papel do leite e seus derivados na alimentagfo, além de analisar
os agentes contaminantes deste alimento como Coliformes totais € Termotolerantes,
Staphylococcus, E.coli, Meso6filos, Bolores e Leveduras, contribuindo desta forma para a
avaliagdo da qualidade do produto e potencial risco de veiculagdo de micro-organismos

patogénicos no queijo coalho artesanal.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1Leite

O leite é uma emulsdo de 6leo em dgua estabilizado por proteinas, produzido pelas
glandulas mamarias de animais (ABREU, 1999). Apresenta um valor alimentar inestimével na
nutricdo humana por conter proteinas de alto valor bioldgico, por sua riqueza em calcio e
fosforo e por conter notaveis quantidades de vitaminas A e B2, além de exercer uma
influéncia reguladora sobre a flora bacteriana do trato intestinal (VEISSEYRE, 1998).

A qualidade inicial do leite € a condigdo primordial para se obter um bom queijo. O leite
recém-ordenhado, em condigdes minimas de assepsia, contém 5,0x10° a 5,0x10* UFCl/g,
devendo ser coletado, resfriado e mantido sob boas condigdes de higiene para eliminagéo de
micro-organismos (ALMEIDA et al., 2002). A garantia da qualidade do leite, principalmente
para evitar veiculagdo de agentes infecciosos a0 homem, se inicia com o atestado sanitario da
vaca, do ordenhador, das condigdes sanitarias do ambiente em que as vacas sdo ordenhadas,
do equipamento usado na coleta e transporte do leite. Depende ainda, das condigdes
higiénico-sanitarias durante a produgdo, do tratamento térmico, da temperatura de
armazenamento do leite na propriedade, durante o transporte até a industria, assim como os
cuidados na rede de distribui¢do e no consumo (SANTOS; GENIGEORGES e FARVER,
1981).

O tipo de produgdo que ocorre na maioria das propriedades leiteiras no Brasil, com
pouca tecnologia, controle sanitdrio dos animais e higienizagdo deficientes, gera leite com
baixa qualidade. Um dos principais aspectos de qualidade afetados é o microbiolégico, uma
vez que o leite produzido em condigdes inadequadas de higiene e sanidade possui alta
populagio bacteriana, comprometendo-o do ponto de vista tecnoldgico, durabilidade e de
seguranga alimentar (ABREU, 2005).

Devido a sua constituigdo, o leite torna-se um excelente meio de cultura para
aproliferagdo de micro-organismos podendo ser responsavel pela transmissdo de importantes
zoonoses a0 homem (AMARAL et al., 2004). Estes micro-organismos podem contaminar o
leite durante ou apos a ordenha e consequentemente os derivados, os quais podem ainda sofrer
contaminagdo durante processamento e estocagem, principalmente nos casos em que ha
grande manipulagdo do produto (NOUT, 1994).
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2.2 O queijo de coalho e sua origem

Tendo inicio em 1888, a histdria da industria queijeira no Brasil tem um pouco mais
de 100 anos, com a chegada de imigrantes dinamarqueses e holandeses em Minas Gerais
(ABREU, 2005).

A diversificagdo de queijos existentes no mercado € inestiméavel. Esse grande nimero de
variedades éresultante de modificagdes em algumas etapas de fabricagdo. Das 480 mil
toneladas de queijosproduzidos anualmente no Brasil, a maior parte (95%) € considerada de
consumo popular,destacando-se os tipos prato, mussarela, parmesdo e minas (CRISCIONE,
1996; XAVIER, 2003).

Segundo a Portaria n° 146, de 1996, do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), o queijo apresenta a seguinte defini¢éo:

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por
separagdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial
ou totalmente desnatado), ou de soros ldcteos coagulados pela agdo fisica
do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de dcidos
orgadnicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso
alimentar, com ou sem agregacdo de substdncias alimenticias e/ou
especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,
substdncias aromatizantes e matérias corantes. (BRASIL, 1996).

E ainda, como reporta Fox (2000), queijo ¢ o nome genérico de um grupo de produtos
lacteos fermentados, produzidos em todo mundo, numa enorme diversificagdo de textura,
sabores e formas.

A obtengdo higiénica do leite é o primeiro ponto critico no processo de fabrica¢do de
queijos e de outros derivados, uma vez que os micro-organismos podem ser introduzidos no
produto (LANGE; BRITO 2003). Desta forma, a qualidade do produto final é influenciada
pelas condigdes higiénico-sanitdrias em que o leite foi obtido, pelo processamento na
inddstria, pelas condigdes de sanitizagio do ambiente, qualidade da 4gua e pelo
armazenamento e transporte da matéria-prima e do produto (ICMSF, 1997).

2.3 Doencas Transmitidas através de Alimentos
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Nas tltimas décadas, as doengas de origem microbiana relacionadas com o consumo
de alimentos vém tornando-se a principal preocupagdo de seguranga alimentar entre
consumidores e agéncias reguladoras. Estima-se que, aproximadamente 30% dos habitantes
de paises industrializados sofrem de algum tipo de doenga de origem microbiana transmitida
por alimentos por ano, e no século XXI pelo menos 2 milhdes de pessoas morreram como
consequéncia de doengas diarréicas em todo o mundo (WHITE et al., 2002).

A toxinfecg¢do alimentar € causada por micro-organismos patogénicos indesejavéis,
presentes nos alimentos. A maioria dos casos de intoxicagdo e infec¢do alimentar no homem é
atribuida a bactérias patogénicas como Salmonellaspp.,Staphylococcus aureus, Clostridium
botulinum, Escherichia spp. e Shigellaspp.No decorrer dos Gltimos anos, houve uma crescente
preocupagdo e interesse em identificar as causas de doengas gastrintestinais humanas como
também as enterotoxinas e os fatores de viruléncia causadores de doenga (FRANCO,2005).

Quando contaminado por bactérias patogénicas, em razio das péssimas condigdes de
higienizagdo nas quais o produto é produzido e comercializado, o queijo coalho pode causar
toxinfec¢do em humanos. A contaminagdo microbiana do queijo pode ser clandestina, gerada
pela ordenha feita manualmente em currais (CARVALHO, 2001)

O processo de pasteurizagdo do leite e a adigdo de conservantes ao queijo de coalho
reduzem os riscos de toxinfecgdes alimentares, no entanto, falhas durante o processamento de
manipulagdo pode favorecer a contaminagdo por matérias estranhas de origem bioldgica. As
contaminagdes de queijo de coalho assumem uma grande importdncia na saude publica,
considerando-se que as bactérias enterotoxigénicas e patogénicas como S. aureus e
Salmonella sdo bastante encontradas em produtos lacteos (PERESI et al., 2001).

A contaminagdo e a deterioragdo microbiana dos alimentos estdo intimamente
relacionadas com as Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs). Levando em consideragéo
o modo de ocorréncia da doenga, pode-se dar de trés formas de agdo: intoxicagdes, quando
resultam da ingestdo do alimento contendo toxina fingica ou bacteriana pré-formada;
infecgdes, as quais ocorrem como conseqiiéncia do consumo de alimentos contaminados com
células viaveis de patégenos entéricos e toxinfecgdes, as quais ocorrem como resultado do
consumo de um grande nimero de células vidveis de bactérias patogénicas, seguido pela
liberagdo de toxinas em nivel intestinal (JAY, 2005).

Nesse sentido torna-se emergencial a tomada de agdes com énfase na aplicagdo de
processos que conduzam a uma redugdo do numero de micro-organismos e/ou diminuigdo da

velocidade de seu crescimento em alimentos, frente as conseqiiéncias do crescimento
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microbiano em alimentos, seja na consideragdo dos danos decorrentes de sua agdo

deteriorante ou de sua a¢do como causador de doengas.

2.4 Micro-organismos indicadores de condi¢des Higiénico-Sanitdrias de Queijos

A contaminagdo microbiolégica na indastria de alimentos representa um sério perigo
para a saude do consumidor e acarreta grandes prejuizos econdmicos. Os laticinios, pela
propria matéria-prima que utilizam e pelo alto teor de umidade nos locais de produgéo, sdo
particularmente suscetiveis a essa contaminagdo. Dai, a importincia da conscientizagdo dos
profissionais dosetor, em todos os niveis, para a necessidade da implantag¢éo de programas de
boas praticas de fabricagdio e do controle permanente dos processos e seus pontos criticos
(PERRY, 2004).

Os alimentos sdo passiveis de contaminagdo por diferentes agentes etiolégicos,
podendo levar a doengas manifestadas por agdo de microorganismos patogénicos ou suas
toxinas.Os micro-organismos mais comumente utilizados como indicadores de contaminagéo
sdo representados pelo grupo coliformes, que abrange todos os bacilos gram-negativos, ndo
esporulados, aer6bios ou anaerdbios facultativos, que fermentam lactose  produzindo gas
dentro de 48h a 35° C (PEREIRA, 1993). O grupo das bactérias coliformes totais e fecais ¢ de
grande importdncia, pois muitas delas colonizam o trato intestinal de animais e seres
humanos, sendo, por isso, utilizadas para a verificagdo da qualidade higiénico-sanitaria dos
alimentos.

Conforme Franco et al., (2005), os micro-organismos indicadores sdo grupos ou
espécies que, quando presentes em um alimento, podem fornecer informag¢des sobre a
ocorréncia de contaminagdio fecal sobre a provéavel presenca de patbgenos ou sobre a
deterioragiio potencial de um alimento, além de poder indicar condigdes sanitarias
inadequadas durante o processamento, produgfio ou armazenamento.

Virios estudos sobre a qualidade microbioldgica de queijo de coalho relataram a
ocorréncia de micro-organismos patogénicos e contagens de micro-organismos deteriorantes
em nimeros que excedem, as vezes, os limites estabelecidos pela legislagio (BASTOS
etal.,2001). Dentre as bactérias patogénicas detectadas destacavam-se S. aureus, Salmonella e
Listeria monocytogenes.

A contagem dos coliformes a 35°C € indicativo do grau de contaminag¢fio do ambiente
em que o produto foi obtido, dependendo da higiene do queijo. Enquanto que a contagem de
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coliformes a 45°C indica uma possivel contaminag@io através de bactérias patogénicas e a
presenga de material fecal que é um indicador sanitéario, sendo a Escherichia coli a espécie
mais importante por ser exclusiva do intestino do homem e de animais de sangue quente e
principalmente ~ por  existirem  estirpes  altamente  patogénicas, como a
E.coliOH:157(ICMFS,1978;JAY,2005).

Os fungos filamentosos também apresentam uma grande importéncia na microbiologia
de alimentos, pois além de causarem a deterioragdo do alimento, eles também sdo produtores
de micotoxinas. A ingestdo cronica ou aguda, pelo homem, de alimentos contaminados com
micotoxinas pode levar a um quadro de micotoxicose, podendo causar ao organismo varios
danos, acarretando alteragdes em suas fungdes orgénicas, desenvolvimento de tumores,
podendo inclusive, ser letal (SCUSSEL, 1998).

A presencga de bolores e leveduras viaveis e em indices elevados nos alimentos podem
fornecer vérias informagdes, tais como, condigdes higiénicas deficientes de equipamentos,
multiplicagdo no produto em decorréncia de falhas no processamento e/ou estocagem e

matéria prima com contaminagdo excessiva (SIQUEIRA, 1995).

2.4.1 Escherichia coli

Sdo bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, bacilos Gram-negativos, e
possuem vdrios géneros, que estdo amplamente distribuidos no ambiente como também no trato
intestinal de animais de sangue quente, a exemplo, do homem, bovino e aves. Estes
microrganismos sdo enterobactérias capazes de fermentarem a lactose com produgdo de géis e
crescerem quando inoculados em meios contendo sais biliares. Nesta familia encontra-se o grupo
dos coliformes, que dependendo da temperatura que se desenvolvam sdo classificados em
coliformes totais (35°C) ou em coliformes termotolerantes (45°C) (QUINN et al., 2005).

E. coli é também a maior causa de infecges urindrias e nosocomiais
incluindoseptcemia e meningite. Outras espécies, exceto E. Blattaesdio raramente identificadas
como patogenos oportunistas, usualmente associados com infecgdes de feridas (HOLTet
al.,1994).

O reservatério principal de E. coli na populagdo humana é o préprio ser humano. Os
modos de transmissdo principais sdo: a contaminagdo fecal de alimentos, a 4gua contaminada
€ a transmisséo pessoa a pessoa. O modo mais comum de transmissdo € a via fecal-oral. As

criangas sdo as mais susceptiveis a diarréias por E. coli, sendo encontradas, em algumas




20

ocasides, as mesmas amostras de E. coli em criangas e animais, com cachorros e gatos
incriminados como fontes de infecgdo (BRYAN, 1982).

2.4.2 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos da familia
Micrococcaceae, encontrados como organismos comensais ou patégenos bacterianos tanto em
humanos como em animais. Sdo imoéveis, com didmetro variando entre 0,5 a 1,5mm, ndo
formadoras de esporos, apresentando-se na forma de cachos de uva. Sdo formadoras de
colonias pigmentadas, em geral ndo-capsuladas, catalase e termonuclease positivas e
coagulase positivas ou negativas (RAVEL, 1997; ZECCONI; HAHN, 2000). Em meio de
Agar Sangue, alguns isolados produzem B-hemélise (KONEMAN et al., 2001).

Segundo Pelczar et al. (1981) os staphylococcus sdo moradores naturais da microbiota
animal, no qual serve de fonte para esses germes encontrados em toda parte. Como agente
patogénico, eles sdo causa de muitos processos supurativos, diversificando desde espinhas,
furinculos e abscessos até septicemias fatais; sdo, ainda, invasores secundérios em perionites,
cistites e meningites. Como saprdfitas, os staphylococcus sdo cosmopolitas, sendo
encontrados na pele normal, no nariz, na boca e nos intestinos, assim como no ar, na agua, no
leite, nos despejos e nos fomites.

Estes micro-organismos sdo resistentes a condigdes severas e podem ser recuperados
de ambientes ndo-fisioldgicos meses apOs a inoculagdo (LISA; PLANO, 2004). Um
dosprincipais patogenos oportunistas deste género, S. aureus, coloniza uma porgéo extensa da
populagdo humana (GILL et al., 2005).

O §. aureus ¢ um dos mais importantes causadores de intoxicagdes alimentares,
assumindo relevéncia para a saude publica, em virtude do risco potencial de sua veiculagdo ao
homem através do leite e derivados que podem conter enterotoxinas termoestaveis pré-
formadas nestes alimentos (SENA, 2000). A contaminagdo dos alimentos por Staphylococcus
spp. de origem humana pode ser bastante reduzida mediante adogdo de boas praticas de
manuseio, aplicagdo e conservagdo. Assim como também medidas de controle da higiene de
obten¢do da matéria prima no caso, o leite. Os micro-organismos devem ser destruidos pela
pasteurizacdo antes que se multipliquem e os alimentos devem ser mantidos sobre

refrigeragéo.
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A anélise microbioldgica desses micro-organismos é de grande importéncia, pois sdo
potencialmente patogénicos para a espécie humana. Estes micro-organismos desenvolvem
papel importante na saide publica, uma vez que sdo responsaveis pelos surtos de DTAs como
as infecg¢des alimentares (SILVA Jr., 2007).

O objetivo de se analisar este grupo de micro-organismos € saber se 0 queijo que estd
sendo oferecido ao consumidor, foi obtido através de condigdes sanitarias adequadas, sendo
sua contagem indicador de deterioragdo, contato com animais doentes, meios higiénicos
insatisfatorios por parte do manipulador, contato excessivo com ambiente, dentre outros
fatores. Dai a importdncia da conscientizagdo dos profissionais do setor, em todos os niveis,

para a produgéo de um alimento de alta qualidade.

2.5 Fontes de Contaminantes de Queijos

A microbiota inicial influencia grandemente a qualidade do leite cru
econseqiientementeseusderivados (SUAREZ & FERREIROS, 1991).

Taxa de
multiplicacio
microbiana

Tempo de
armazenamento

Temperatura de
armazenamento

Figura 1: Principais fatores que afetam a carga microbiana do leite e derivados. Fonte: (FONSECA &
SANTOS, 2007).

A microbiota presente e/ou a quantidade dos micro-organismos podem sofrer influéncia

do estado de saide do animal, das condi¢des de higiene e limpeza doestabulo, dos

equipamentos em contato com o leite e das condi¢des de higiene esaide dos manipuladores
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até a elaborag@o do produto final (Figura 1). Também a forma de conservagdo do leite, o tipo
de processamento, as condi¢des de armazenamento e a qualidade microbiolégica da agua
influenciam a microbiana presente nos derivados. (ZEGARRA, 2009).

Cada vez mais, a produgéo de leite deve ser atrelada aos sistemas agroindustriais de
qualidade. A higiene do animal, do ordenhador e das instalagdes sdio agdes necessarias para
atingir este objetivo, no inicio do processo produtivo, ou no elo em que esta relacionado ao
produtor, como mostra na Figura 1. Ndo menos importante, deve haver aten¢do aos processos

relacionados a refrigeragdo do leite, armazenamento e transporte (BRASIL, 2002).

2.5.1 Animal

O animal é o maior reservatério no que se refere a contaminagfo do leite produzido, e
consequentemente aos seus derivados, tendo em vista que o proprio pode estar contaminado
com micro-organismos patogénicos antes mesmo da produgdo do queijo. A contaminagdo
acontece por o leite conter residuos de substincias como antibidticos, desinfetantes e
pesticidas administradas aos animais pelas vias intramamarias, intramuscular, intra-uterina,
oral e subcutdnea, usados para tratar mastite e outras infecgdes das vacas leiteiras (BRITO et
al.,; FONSECA, 2009).A sanidade do rebanho é um dos aspectos mais importantes que
devem ser levados em conta nos sistemas de produgdio, pois o seu controle impede a
disseminagédo de enfermidades.

Para evitar esta contaminagdo procedimentos de prevengdo deverdio ser adotados,
destacando-se as vacinagdes, vermifugagdes sistematicas, testes sorolégicos para brucelose e

leptospiros e parasitolégico de fezes.

2.5.2 Manipuladores

Os micro-organismos estdo em todos os lugares e chegam aos alimentos, geralmente
pela falta de higiene pessoal, do ambiente e utensilios e também por falta de cuidados na
preparacgdo e na distribui¢fio dos alimentos (JAY, 2005).

A 4gua ¢ outro fator prepoderante para resguardar a qualidade do queijo, pois uso de
agua ndo potavel, ou seja, fora dos padrdes legais vigentes ocasiona sérios problemas as

industrias, dificultando e até inviabilizando a produgéo de alimentos em concordéncia com os
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padrbes desejaveis, além de representar um meio potencial de transmissdo de micro-
organismos patogénicos que podem provocar doengas gerando assim risco a saude e a vida do
consumidor (ANDRADE, 2008).

Todos os manipuladores de alimentos precisam conhecer informagdes sobre a pratica
de medidas de higiene que devem ser utilizadas para evitar a contaminagdo quimica, no caso
veneno, pesticida, fisica, como pregos, cacos de vidro ou biolégico, como os micro-

organismos ou por outras substdncias indesejaveis.

2.5.3 Ambiente

O ambiente pode ser uma fonte poderosa de proliferagdo para a contaminagio de
alimentos, a area de alimentos ¢ muito atrativa para a infestagdo de vetores mecénicos como
insetos e roedores que podem contaminar diretamente os alimentos quando entram em contato
com os mesmos, com seus apéndices contaminados com micro-organismos patogénicos ou
parasitas ou por meio das suas fezes, urina, pélo e saliva (SILVA Jr., 2007).

A contaminagdo por ar e o po representam fatores importantes para contaminagdo do
ambiente, pois através do ar sdo disseminados aerosséis e particulas como goticulas de saliva

contaminada, ¢ poeira contendo micro-organismos patogénicos em seu interior que ao

entrarem em contato como os alimentos contamina-os (JAY, 2005).
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a qualidade higiénico-sanitaria de queijo coalho comercializado no municipio de

Itaporanga-PB.

3.2 Especificos

¢ Quantificar os Micro-organismos Aerobios Mesofilos, Bolores e Leveduras;

¢ Determinar a contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes;

e Analisar a presenga ou auséncia de Staphylococcus aureus;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisigdes das amostras

A matéria prima utilizada nesse trabalho constituiu de amostras de queijo coalho que
foram coletadas em locais de comercializa¢io no municipio de Itaporanga-PB, entre os meses
de junho a julho de 2011. Das seis amostras coletadas, duas foram oriundas de queijos
mantidos sob refrigeragdo e as demais do produto exposto em balcdes na temperatura
ambiente.

No momento da aquisi¢do foi observado que apenas a amostra A e B eram mantidas
sob refrigeragdo em torno de 7 °C, sendo as demais mantidas em temperatura ambiente e

expostas em balcdes de forma séptica, conforme se ver na Figura 2 (A e B) respectivamente.

Figura 2. A: Queijo mantido em temperatura de refrigeragdo. B: Queijo mantido em temperatura

ambiente expostos em balcdo.

Os queijos que constituiram as amostras foram embalados em sacos plésticos estéril,
sendo em seguida lacrados, identificados e acondicionados em caixas isotérmicas contendo
gelo onde foram transportadas para o Laboratério de Inspegiio e Tecnologia de Leite e
Derivados da Universidade Federal de Campina Grande.

Todas as andlises microbiologicas das amostras foram baseadas no Compendium of
Methods for the Microbiological Examinationof Foods — APHA e no manual de Métodos de
Anélise Microbiolégica de Alimentos (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992;
SILVA et al.;1997)
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4.2 Preparacio das amostras

Os procedimentos foram realizados no laboratério, onde foi utilizada uma faca
inoxidavel flambada para abrir uma fenda na amostra do queijo equivalente a 25g,
correspondente a varios fragmentos do queijo. Em seguida realizou-se uma diluigdo inicial
adicionando-se as 25g da amostra 225 mL de agua peptonada a 0,1%. As amostras foram
entdo submetidas a uma homogeneizagdo por dispersdo no Stomacher, em velocidade
méxima, durante o tempo de 1 minuto a temperatura ambiente, obtendo-se a diluigdo inicial
da amostra 10”. A partir da primeira diluigdo procederam-se as demais dilui¢des decimais
seriadas até 10, Estas diluigdes foram empregadas em todas as analises microbiolégicas,

para a inoculagdo nos meios de cultura especificos.

4.3 Contagem de Micro-organismos Aerobios Meséfilos, Bolores e Leveduras

O método utilizado para a contagem de bactérias aerobias mesofilas foi o
plaqueamento em profundidade com meio Agar Padrdo para Contagem (PCA), previamente
fundido e resfriado 45°C. Apds inocular 1mL de cada diluigdo em placas de Petri em
duplicata e vertido o PCA, estas foram homogeneizadas através de movimentos suaves
circulares no sentido horério por dez vezes consecutivas, e depois incubadas, em posi¢do
invertida em estufa a temperatura de 37°C por 24 a 48 horas.

Para a contagem de bolores e leveduras utilizaram-se 0 método de plaqueamento em
superficie (Figura 3). No meio Agar Batata Dextrose Acidificado (PDA acidificado),
inocularam-se em cada placa em duplicata, previamente preparadas, 0,1mL de cada diluicfio e

com o auxilio de uma alga de Drigalski espalhou-se o indculo por toda a superficie do meio.

Sendo incubados a 25°C durante cinco dias.
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Figura 3: Desenvolvimento de bolores e leveduras em meio PDA acidificado.

Para a leitura dos resultados, foram consideradas as placas com crescimento entre 25 a
250 unidades formadoras de coldnias e de 10 a 150 unidades formadoras de col6nias de
micro-organismos mesdfilos, bolores e leveduras, respectivamente. Os resultados foram

expressos em Unidade Formadoras de Colonias por gramas (UFC/g).

4.4 Determinagdes de Coliformes Totais e Termotolerantes

Na determinagéio de coliformes foram realizados os testes presuntivo e confirmativo

para coliformes totais (a 35°C) e coliformes termotolerantes ou a 45°C.

Para inoculagdo do teste presuntivo, selecionaram-se trés dilui¢des adequadas da
amostra e transferiu-se 1,0 mL de cada diluigio para uma série de trés tubos contendo 9mL de
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e tubos de Durhan no seu interior. Incubou-se em estufa
bacteriolégica a 35°C, durante 48 horas e observou-se houve produgdo ou ndo de géas (Figura
4).
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Figura 4: Diferenga entre tubo positivo (turvagdo com produgdo de gis) e tubo negativo (sem
turvagdo) em meio LST.

Dos tubos positivos de LST, com producdo de gas no interior dos tubos de Durhan,
foram transferidos, através de uma alga de platina, uma al¢ada de cada cultura para tubos
contendo Caldo Verde Brilhante Bile (CVB) e tubos de Caldo EC com tubos de Durhan em
seu interior, para a determinagdo de coliformes totais e termotolerantes, respectivamente. Os
tubos de BV foram incubandos em estufa bacterioldgica a 35°C, durante 48 horas, enquanto
que os tubos de EC foram incubados a 45°C, durante 24 horas para observar a produgéo ou
ndo de gas.

Ao término das andlises anotaram-se os tubos que foram positivos nas diluigdes
decimais e a partir do resultado realizado foi feito o célculo do Nimero Mais Provavel por
gramas (NMP/g), com base na tabela de Nimero Mais Provavel.

4.5 Pesquisa de Escherichia coli

Para o teste sugestivo de E.coli utilizou-se um in6culo, com alga de platina, dos tubos
de caldo EC que apresentavam turvagio e bolhas de gas no interior do tubo de Durhan,
positivos. Os inéculos foram entdio semeados para o meio do caldo triptona 1%e incubados a
35°C/24h. Em seguida foi adicionado 3 gotas do reagente de Kovacs e agitado levemente.
Foram observados se houve desenvolvimento de um anel vermelho-violeta na superficie do

meio de cultura (teste positivo) ou se o anel permaneceu na cor amarela do reagente (teste

negativo), como mostra a Figura 5.
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Figura 5: Tubos semeados em meio de Triptona com o reagente de Kovacs para teste positivo
(quando ocorreu o desenvolvimento do anel vermelho-violeta na superficie do meio) e negativo
(quando o anel permaneceu na cor amarela do reagente).

4.6 Pesquisa de Staphylococcus aureus

Para a pesquisa de Staphylococcus aureus foi utilizado o método de contagem direta
em placas sempre em duplicatas de Agar Baird-Parker (BPA), previamente preparadas.
Aliquotas de 0,1 mL de cada dilui¢fo foram espalhadas na superficie do meio BP com auxilio
de uma alga de Drigalski. As placas foram entdo encubadas a 35°C por 48 horas para
posterior contagem das coldnias tipicas (Figura 5).

Figura 6: Placa com crescimento de bactéria em meio de BPA.
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Foram consideradas sugestivas as amostras que condizeram com os resultados

expressos em Unidades Formadoras de Col6nias por gramas (UFC/g) e apresentaram coldnias

contendo o halo transparente em volta.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos através das analises microbioldgicas do queijo coalho foram

tabulados, e os resultados apresentados de acordo com cada aspecto estudado (Tabela 1).

Tabelal: Resultados das analise microbiol6gica das seis amostras de queijo coalho obtidas em
estabelecimentos comerciais no municipio de Itaporanga — PB - 2011.

AMOSTRAS A B C D E F Dentro Fora  Limite
padrbes padrdes Segundo
RDC
N°12
Meséfilos 2,7X10°  1x10°  6,7X10" 6x10°  3,5x10° 3,3x10° 6 -
Coliformes 1110 >2400 >2400 >2400 >2400 > 2400 -
totais
Coliformes a 1110 9 7 >2400 43 210 4 2 5x10?
45°C NMP/g
Bolores e Aus 8,1x10°  6,9x10°  5,7x10° Aus Aus -
leveduras
Staphylococcus 8,5x10°  1,2x10°  6x10°  4x10°  3,5x10° 3,1x10° 6 10°UFC/g
aureus

UFC/g: unidade formadora de col6nia por gramaNMP/g: niimero mais provéavel por gramaAus: Ausente

5.1 Contagem de Meséfilos

Na tabela 1, observa-se que as amostras estudadas apresentaram resultados de
contagem de micro-organismos meso6filos com variagdes de 3,3 x 10° a 6,7 x 10 (est) de
UFC/g. O resultado mais elevado na contagem de mesofilos foi o da amostra C que
apresentou 6,7 x 107 (est) UFC/g, e o valor minimo observado foi 3,3 X 10° da amostra F.
Com base nestes resultados, verificou-se que todos os queijos analisados apresentaram alta
contaminagdo. Mesmo que ndo exista um pardmetro de legislagfio especifica para mesofilos,
os resultados apresentaram-se alarmantes devido a elevada carga microbiana.

Embora as amostras A e B fossem armazenadas sob refrigeragdo, em torno de 7°C,
como mostra a Figura 2 A., o que torna o alimento menos suscetivel a contaminagéo e ao
maior tempo de vida til, elas se mostraram contaminadas assim como as outras que eram
expostas a temperatura ambiente. Provavelmente essa alta contaminagéo foi devido a abertura
das portas dos freezers varias vezes ao dia, durante certo intervalo de tempo, além da falta do
controle de temperatura, ou seja, com o desligar dos freezers ao fim do dia tornando a liga-lo
s6 no dia seguinte, compromentendo assim a qualidade do alimento.

Segundo Leite Junior et al., (2000), niveis elevados de contaminagéo por meso6filos em

alimentos podem indicar que os mesmos foram preparados com matéria-prima altamente
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contaminada, que o processo de fabricagdo foi insatisfatério do ponto de vista sanitario ou que

os alimentos foram estocados em condigdes inadequadas de tempo e temperatura.

5.2 Contagem de coliformes totais

As 6 amostras de queijo examinadas apresentaram contagem de coliformes totais
variando 1110 a>2400NMP/g (Tabela 1). Verificou-se a predominancia de resultados no
intervalo logaritmico de >2,4 x 10° NMP/g (83,33%). Embora o Ministério da Saude ndo
estabelega padrido microbiologico para coliformes totais em queijo, contagens elevadas deste
micro-organismo em alimentos indicam condig¢des deficientes de higiene, situa¢do verificada
nesse estudo ja que tiveram amostras que apresentaram contagem acima de 2,4 x 10°, este fato
pode estar relacionado com a deficiéncia de praticas higiénicas durante a fabricagdo,
armazenamento e comercializagdo do produto.

Luna (2010) avaliando 10 amostras de queijo coalho obtido no comércio formal e
informal de Recife verificou que a contagem de coliformes 35°C apresentou contagem de
>10%st. a 9,2 x 10°. Enquanto que Santana et al (2008) avaliando 60 amostras de queijo
coalho coletadas aleatoriamente de 15 estabelecimentos que comercializam esse produto em
Aracaju- SE apresentou resultados variando de 8 x 10% a 1,23 x 10*. Os valores encontrados
por esses autores ndo ¢ compativel com a observagdo que foi verificado nesta pesquisa, uma
vez que as contagens desse micro-organismo apresentaram valores inferiores a seus achados.
Provalvemente o queijo comercializado no municipio de Itaporanga-PB apresentou uma
menor deficiéncia quanto a fabricagfio e comercializagdo do produto.

Os valores encontrados assemelham-se aos apresentados por Silva et al (2010) que
analisando 3 amostras de queijo coalho de trés estabelecimentos procedente do sertdo de
Alagoas, verificou que todas as amostras apresentaram elevadas contagens de coliformes a
35°C. Os altos indices de contagem de coliformes a 35 °C encontrados no presente estudo,
demonstram preocupagdo a nivel de satide publica, uma vez que esta contaminagdo pode ser

oriunda de diversos fatores, como: matéria prima de baixa qualidade, durante a obtengdo do

queijo, transporte, armazenamento, processamento e comercializagfo.
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5.3 Coliformes Termotolerantes ou a 45°C

Em relagdo aos coliformes termotolerantes,verificou-se que a quantificagdo em
NMP/g, variou 7NMP/g (amostra C) a > 2400 NMP/g (amostra D). Nas normas
microbioldgicas para alimentos, ndo existe padrdes para a contagem de coliformes totais, no
entanto através da resolugdo RDC n° 12, de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001), estabelece um limite maximo de 5 x
10°NMP/g de coliformes termotolerantes em queijos.

O percentual de amostras de queijo com limites acima do permitido para coliformes a
45°C foi superior aos achados de Sena et al. (1997), cujas contagens variaram de <3 a 10°
UFC/g, Herreno et al.(1998) que encontraram 23,8% das amostras em desacordo com os
padrdes microbiologicos legais, Florentino € Martins (1999) com valor médio de 2,6x10"
NMP/g e também a Almeida Filho (1999) que obteve 35% das amostras em desacordo com os
padrdes microbiolégicos regulamentares.

Os resultados foram compativeis aos achados de Pereira (2006) que analisou a
qualidade microbioldgica do queijo de coalho comercializado em supermercados e feiras-
livres da cidade Sdo Luis e detectou que houve 30% de contaminagdo para coliformes a
45°C. O mesmo niimero observado neste trabalho, uma vez que, somente duas amostras A e
D, apresentaram-se fora dos padrdes estabelecido pela RDC n°12, de janeiro de 2001.

Esse indice elevado, acima de > 2,4X10° de contaminagdo por coliformes
termotolerantes, pode estar relacionado com a falta de adogdo de medidas sanitarias
adequadas durante o processo de obtengdo dos queijos, como também indica a presenca de
material fecal com provavel possibilidade destas amostras estarem contaminadas por bactérias

patogénicas e condi¢des sanitarias insatisfatorias durante o processamento dos queijos.

5.4 Contagem de bolores e leveduras

Nas analises de bolores e leveduras, verificou-se que as contagens variaram entre
ausente a 8,1 x 10° UFC/g. Segundo Silva Jr. (2007) contagens elevadas de bolores e
leveduras em alimentos sdo atribuidas, ao fato destes entrarem em contato excessivo com o
ambiente, sofrerem manipulagio sem a devida higiene e/ou armazenamento prolongado sobre

refrigeragdo. Essa situagdo encontrada ¢ preocupante, uma vez que concentragdes elevadas

podem produzir micotoxinas capazes de desencadear a¢des hepatotoxicas, neufrotoxicas e
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neurotoxicas até a cancerigena, em virturdes destes fatos alguns paises prescrevem um certo
grau de tolerdncia de contaminagdo nos alimentos mais propicios a contaminagdo
(CARVALHO,2001).

Feitosa et. al (2003) analisando 11 amostras indicativas de queijo coalho produzidos
em 17 municipios das microrregides do Estado do Rio Grande do Norte constatou que a
contagem de bolores e leveduras variou de 1,9 x 10* a 4,8 x 10® UFC/g nas amostras de queijo
de coalho. Feitosa (1985) relatou contagens de bolores e leveduras em amostras de queijo de
coalhoem valores que variaram de 8,6 x 10° a 3,2 x 10° UFC/g.

Os resultados encontrados neste trabalho podem ser atribuidos a forma de
apresentagdo do queijo no momento da comercializagdio, ou seja, o local que estes estavam
expostos para a venda. Observa-se que a maioria dos queijos adquiridos da feira séo
comercializados em balcdes, sem nenhuma protegéo, unindo ainda a préaticas insatisfatorias de
higiene por parte dos manipuladores, uma vez que os mesmos ndo faz uso de nenhum tipo de

medidas de seguranga como luvas, aventais, gorros,etc.

5.5 Pesquisa de Staphylococcus aureus

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que houve crescimento em todas
as amostras analisadas, com variaggo de 8,5 x 10°a 6 x10° UFC/g.

A contaminagido do queijo de coalho, produzido em varios estados do Nordeste por S.
aureus, variou entre 10* a 10° UFC/g (NASSU et al., 2000; PAIVA; CARDONHA, 1999).
Valores compativeis com os achados nessa pesquisa, onde todas as amostras apresentaram
variagdio acima do limite estabelecido. Estes valores sdo preocupantes, pois se situam acima
dos limites estabelecidos pelos Ministérios da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento e da
Saude, cujo méximo permitido é 5 x 10°UFC/g (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2001; BRASIL.M. AP.A., 1996). Concentragdes superiores a 10°UFC/g podem
propiciar a produgdo de enterotoxinas (FORSYTHE, 2002) e oferecer risco potencial a satude
do consumidor.

Feitosa et. al (2003) avaliando a ocorréncia de S. aureus observou em 72,7% das
amostras de queijo de coalho, contagens variando de 7,0 x 10* a 1,3 x 10* UFC/g. Esses
valores sfo considerados altos e acima do limite permitido pela legisla¢io (5 x 10° UFC/g).A

ocorréncia desse patégeno também foi relatada em queijo de coalho produzido nos Estados de
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Pernambuco por Mendes et al. (1997), na Paraiba por Florentino (1999) e Ceara por Feitosa
(1985).

A vigildncia epidemiolégica da Paraiba (2008) reportou que entre 2004 e o primeiro
semestre de 2008 foram notificados, 42 casos de surtos alimentares, envolvendo 481 doentes,
a uma populagdo exposta ao risco de 1266 pessoas. Verificou-se que 23,8% dos surtos
estavam relacionados a queijos (aproximadamente 10 casos), adoecendo 59 pessoas (12,26%)
e expondo ao risco 184 pessoas (14,53%). Dos 10 casos de surtos alimentares envolvendo
queijo, 10% ocorreram na Capital ¢ 90% no interior. Diante desses dados ¢ notorio que a
comercializagdo do queijo coalho tem consumo maior no interior, devido a falta de
fiscalizagdo por 6rgdos responsaveis.

Niveis tdo altos como os encontrados neste trabalho sdo alarmantes e ndo desejaveis,
pois podem estar associados com a produgdo de enterotoxinas termoestaveis responsaveis por
diversas intoxicagdes alimentares por S.aureus. A grande contaminag@o encontrada atribui-se
a intensa manipulag¢do dos queijos pelos comerciantes, e muitas das vezes pelos proprios
consumidores, uma vez que este microrganismo estd presente nas mios, pele e fossas nasais
do homem. Ressalta-se que a falta de habitos higiénicos adequados pelos manipuladores e

condi¢gbes higi€énico-sanitarias dos estabelecimentos é um fator de risco para esta

contaminaggo.
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6. CONCLUSAO

Um percentual maior das amostras de queijo coalho apresentaram qualidades
higiénico-sanitdrias insatisfatorias;

Ha necessidade de intensificar o sistema de vigildncia sanitéria, de forma a exigir dos
fabricantes a produgdo de queijo coalho com melhor qualidade;

E indispensével dissponibilizar a oferta de um produto que ndio represente risco a

saude do consumidor.
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