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RESUMO

O queijo minas frescal é um produto de grande popularidade, aceitacdo, consumo e
producdo em todo o pais. Sua arte de fabricacdo tem origem tipica da Serra da Estrela, em
Portugal, chegou na América com os colonizadores e foi passado aos mineiros. Durante a
sua fabricacdo podem ocorrer perigos que comprometem o produto final, ocorrendo
contaminacdes microbiolégicas tanto da matéria prima quanto da maneira produzida e/ou
armazenada. Assim, as boas praticas de fabricacao e as medidas de sanificacdo durante o
processamento sdo cruciais para a garantia de um produto de qualidade. Esse trabalho
teve como objetivo realizar andlises microbiologicas em 7 queijos, sendo analises de
coliformes termotolerantes, E. coli, Salmonella e também Staphylococcus aureus. No
preparo da amostra, os queijos adquiridos foram diluidos 25g em 250mL de caldo pré -
enriquecimento. Todas as analises seguiram o Manual de métodos de analises
microbiolégicas de alimentos e agua. Os resultados obtidos mostraram que todas as
amostras ndo estavam contaminadas de Salmonella e 5 amostras por Staphylococcus
aureus acima do limite estabelecido pelo padrdo. Nas analises de coliformes
termotolerantes concluiu-se que nenhuma apresentou contaminacdo acima do limite,
porém, 4 amostras apresentaram presenca de E. coli. Dessa forma 71,4% das amostras
encontraram-se improprias para o consumo segundo a RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001,

indicando falha nas boas praticas de fabricacao.

Palavras — chaves: contaminac¢des microbioldgicas, queijo, qualidade do alimento.



ABSTRACT

Mines fresal cheese is a product of great popularity, acceptance, consumption and
production throughout the country. Its art of manufacture has typical origin of Serra da
Estrela, in Portugal, arrived in America with the colonizers and was passed to the miners.
Hazards that compromisse the end product may contamination of the raw material as well
as the way it is produced and/ or stored may ocuur. Thus, good manufacturing practices and
santitation masures during processing are crucial for ensuring a quality product. This work
aimes to perform microbiological analyzes on 7 cheeses, being analyzes also
Staphylococcus aureus. In the preparation of the sample, the purchased cheeses were
diluted 259 in 250ml os pre-enrichment broth. All analyzes followed the Manual on Methods
of Microbiological Analysis of Food and Water. The results showed that all samples were
not contaminated with Salmonella, whereas on Staphylococcus aureus 5 samples were
contaminated. In the analyzes of thermotolerant coliforms it was concluded that none of
them were contaminated, stating that 4 samples were identified with absence for

thermotolerant coliforms,a nd also for E. coli.

Keywords: microbiological contamination. cheese, food quality.
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1. INTRODUCAO

O leite é considerado o0 mais nobre dos alimentos, por sua composi¢ao rica em proteinas,
gorduras, carboidratos, sais minerais e vitaminas além de oferecer elementos
anticarcinogénicos, presentes na gordura, como o acido linéleico conjugado,
esfingomielina, acido butilico, entre outros. A sua qualidade in natura é influenciada por
muitas variaveis, entre as quais destacam-se fatores zootécnicos associados ao manejo,
alimentacdo, potencial genético dos rebanhos e fatores relacionados a obtencdo e
armazenagem do leite (MULLER, 2002).

A industria leiteira compreende diversas fases, desde a origem do leite, ainda nas
propriedades rurais, até a sua chegada ao comércio como produto industrializado, na forma
de leite pasteurizado, ou derivados como 0 queijo, 0 iogurte e entre outros, sendo o0 queijo
uns dos subprodutos mais procurados, com alta demanda de consumo. O queijo € um
concentrado proteico-gorduroso cuja obtencao é feita mediante a coagulacdo do leite e
posterior retirada do soro. A fabricacdo do queijo € uma arte que, independente do grau de
industrializacao ou do nivel tecnologico, requer do queijeiro dedicacao e cuidados em cada
etapa de producao, para a obtencdo de um bom produto. Existe varios tipos de queijos,
como queijo mucarela, queijo requeijao, queijo fresco, sendo diferenciado um ao outro seu
ponto de maturacéo (SILVA, 2005).

A industria de laticinios no Brasil é feita praticamente por quatro tipos de produtos: leite
pasteurizado, leite em pd, queijos e iogurtes. A partir da década de 80 houve um grande
impulso na producdo do queijo fresco dando um grande destaque ao mesmo. Este
geralmente é fabricado a partir do leite cru, as vezes nas préprias fazendas produtoras do
leite, contrariando o artigo 200 do Regulamento de Servico de Inspecéo Federal (SIF), onde
consta que so € permitida a fabricacdo de gueijo fresco com o leite pasteurizado. Este fato
€ extremamente preocupante, pois o leite cru constitui fonte de muitas contaminacdes
microbiolégicas que afeta ao ser humano (GERMANO e PINTO, 2003).

O processo de fabricacdo do queijo fresco € composto pelas seguintes fases: pasteurizacao
do leite, coagulacéo, corte, dessoragem, enformagem, salga, embalagem e refrigeragéo. A
manipulacdo na producao, a higiene de balcGes e utensilios e a venda em feiras livres e

supermercados, sdo apontadas como as principais causas de contaminagdo por
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Staphylococcus aureus e Salmonella spp. em queijos. Pode ocorrer também,
contaminagdes cruzadas com embalagens rompidas, com Listeria monocytogenes
originada de alimentos crus e também pode conter micro-organismos deterioradores de
gueijo, os coliformes, que causam estufamento precoce, e 0S micro-organismos
esporulados anaerdbicos do género Clostridium, que provoca o estufamento tardio
(GERMANO e PINTO, 2003).

A presenca de coliformes nos queijos esta relacionada com a qualidade do leite e a
presenca de micro-organismos que provocam alteragbes no leite com degradacdo das
gorduras, além de tornar o alimento improprio para o consumo, podendo-se tornar um
veiculo de doencas, e sendo possivel a contaminacdo em qualquer etapa do processo de
fabricacéo do queijo artesanal (OLIVER, 2008).

As vendas de queijos frescos nas pequenas e medias cidades, normalmente sdo realizados
sem a fiscalizagcdo necessaria para uma boa qualidade e higiene do produto. Geralmente
0s queijos frescos séao vendidos em feiras livres, sitios de pequenos portes que produzem
leite e 0 queijo por conta propria e até alguns supermercados também, sem a permisséao da
fiscalizacdo. Isso faz com que a pessoa que ira consumir o alimento esteja correndo
grandes riscos de estar ingerindo um alimento contaminado, e pode estar acarretando
alguma doenca, desde uma simples virose até algo mais grave, devido 0s possiveis micro-
organismos que podem estar presentes naquele queijo.

Portanto este trabalho tem como obijetivo, realizar as analises microbiolégicas nos queijos
frescos que sdo comercializados na regido de Assis, avaliando a sua qualidade

microbioldgica.
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2. LEITE

A qualidade do leite € definida por parametros de composi¢cdo quimica, caracteristicas
fisico-quimica e higiene. A presenca e os teores de proteina, gordura, lactose, sais minerais
e vitaminas determinam a qualidade da composi¢éo, que por sua vez, é influenciada pela
alimentacdo, manejo, genética e raca do animal. Fatores ligados a cada animal, como o
periodo de lactacdo, o escore corporal ou situacdes de estresse também sdo importantes
guanto a qualidade composicional. As exigéncias de qualidade e higiene para o leite cru e
derivados lacteos sdo definidas com base em postulados estabelecidos para a protecao da
saude humana e para a preservacao das propriedades nutritivas desses alimentos (BRITO
e BRITO, 2016).

A obtencdo do leite de qualidade comeca ordenhando-se apenas vacas sadias. Os
rebanhos leiteiros sdo em geral, constituidos por animais selecionados geneticamente de
modo a apresentarem padrfes anatdomicos e fisioldgicos que assegurem um nivel de
producédo elevado e de boa qualidade. Alguns procedimentos fundamentais precisam ser
adotados, como higienizacdo no processo de obtencdo do leite, resfriamento do leite e
controle da mamite e mastite. A qualidade do leite € muito importante para as industrias e
produtores, tendo impactos diretos tanto na producdo de derivados lacteos quanto na
seguranca alimentar. Por isso, € necessario conhecer alguns conceitos sobre a qualidade
do leite referentes a composicao e condi¢ao higiénico-sanitaria. A venda de leite e produtos
derivados, direto do produtor ao consumidor, sem qualquer tratamento prévio, notadamente
a pasteurizacdo, expde a populacdo ao risco de doencas O leite, ao ser sintetizado e
secretado para o lUmen alveolar, encontra-se livre de micro-organismos. Porém contamina-
se durante seu percurso em direcao ao exterior do Ubere, com micro-organismos saprofitos,
componentes da microbiota normal do animal, podendo observar todo esse mecanismo na
figura 1. A quantidade de micro-organismos no leite cru varia de acordo com a
contaminacao inicial, tempo e temperatura de armazenamento. O leite podera apresentar
uma variedade de micro-organismos patogénicos em decorréncia de processos

inflamatorios do Ubere ou de enfermidades no rebanho (RODRIGUES et al., 2013).
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Figura 1: Representagdo do alvéolo mamario e Ubere de uma vaca (In: MOARES, 2016).

A qualidade do leite esta associada a carga microbiana inicial presente no produto, e quanto
maior o numero de contaminantes e a temperatura de estocagem, menor sera o tempo de
conservacao deste produto. O leite produzido no Brasil apresenta, de maneira geral, alta
contagens de micro-organismos demonstrando com isto que ha deficiéncias na higiene de
producédo (FREITAS, 2015).

Segundo a Portaria n°146 de 07 de marco de 1996, o leite a ser utilizado devera ser
higienizado por meios mecéanicos adequados e submetido a pasteurizacdo ou tratamento
térmico equivalente para assegurar a fosfatase residual negativa, que garantam a
inocuidade.

Conforme Germano, (2003), no inicio da década de 90, algumas industrias de grande porte
passaram a estabelecer novos requisitos para o recebimento de leite e a remuneracao ao
produtor. Entre os critérios utilizados, foram incluidos: prova de redutase, sedimentos e
condicBes sanitarias do rebanho. A escolha destes parametros levou em consideracéo a
simplicidade e a praticidade das provas, as quais podiam ser efetuadas nos préprios postos
de refrigeracdo das empresas, além de constituirem instrumentos universalmente aceitos

para estimar a qualidade higiénica do leite.
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3. QUEIJO

O queijo minas frescal € um produto de grande popularidade, aceitagdo, consumo e
producéo em todo o pais. E conhecido por uma massa crua, com alto teor de umidade e
sem ponto de maturacdo, tornando-o assim um alimento muito perecivel. Sua arte de
fabricacdo tem origem tipica da Serra da Estrela, em Portugal, chegou na América com os
colonizadores e foi passado aos mineiros, tornando assim o processo de fabricacdo do
Queijo Minas Artesanal como patriménio imaterial do Estado de Minas Gerais
(BONDARCZUK, 2013).

De acordo com SOUZA et al., (2014), o queijo é tipico da regido Nordeste, local onde suas
técnicas de producédo provém de tradicdes enraiadas e persistem até hoje em todas as
regides produtoras, podendo-se afirmar que seu maior conhecimento vem da regiao das
Serras da Canastra, Serro e Salitre, todas em Minas Gerais. No entanto, a falta de critérios
de qualidade da matéria prima e das técnicas de processamento permite que produtos de
baixa qualidade cheguem até o consumidor.

O queijo fresco € um dos subprodutos do leite obtido por coagulacdo enzimatica do leite
com coalho e considerado um queijo semi - gordo. Constituem um meio propicio para o
crescimento de micro-organismos patogénicos e nao possui periodo de maturacéo, levando
a ser um produto perecivel que deve ser consumido rapidamente, sendo necessaria manter
sob refrigeracio (APOLINARIO, SANTOS e LAVORATO, 2014).

Os queijos de massa mole com pH alto e umidade elevada permitem o desenvolvimento de
muitos micro-organismos. Nao é padronizado e sua composicao é variavel apresentando
de 12 a 18% de proteina e de 20,5% até 29,22% de gordura, na figura 2, pode-se observar
as informacd@es nutricionais de um queijo fresco de uma dada marca comercial. Durante a
sua fabricacdo podem ocorrer perigos que comprometem o produto final, ocorrendo
contaminacdes microbiolégicas tanto da matéria prima quanto da maneira produzida e/ou
armazenada. Assim, as boas praticas de fabricacdo e as medidas de sanificacdo durante o
processamento sao cruciais para a garantia de um produto de qualidade (SANGALETTI et
al., 2009).
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PORCAO DE 30 g (1 FATIA)

QUANTIDADE POR PORCAO % VD
VALOR CALORICO 60 Kcal =252 K 3
CARBOIDRATOS Og 0
PROTEINAS 7g 14
GORDURAS TOTAIS 8g 10
GORDURAS SATURADAS 5g 18
GORDURAS TRANS Og **
FIBRA ALIMENTAR Og 0
COLESTEROL 20 mg 7
CALCIO 190 mg 24
FERRO - -
SODIO 114 mg 2

(*) % Valores Diarios de referéncia com base em uma dieta de 2000
Kcal ou 8400 KJ. Seus valores didrios podem ser maiores ou
menores dependendo de suas necessidades energéticas.
(**) Valores Diarios de referéncia ndo estabelecidos.

Figura 2: Informacéo nutricional de queijo fresco de uma dada marca comercial.

A fabricacdo do queijo varia seus procedimentos dependendo do tipo de queijo a ser
produzido. Na producéo do queijo frescal, o leite a ser utilizado tem como obrigatoriedade
ser pasteurizado, conforme a resolucao n° 065/2005, além de todo cuidado da higienizacao
durante todo sua fabricacdo, para assim resultar num queijo livre de contaminacoes e
adequado com as boas praticas de fabricagao (BPF’s). As etapas para fabricacdo do queijo
frescal sdo basicamente realizar a coagulacdo do leite, que € realizada pela adicdo de
coalho, corte da coalhada para liberacdo do lactosoro, enformagem da massa obtida,
prensagem da massa ja enformada para retirada do lactoroso também, a salga e em
seguida o gueijo € embalado, toda o processo para fabricacdo do queijo esta expressa na
figura 3 (PERRY, 2004).
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Figura 3: Processo de fabricacdo do queijo.
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4. CONTAMINACOES MICROBIOLOGICAS

Entre os varios parametros que determinam a qualidade de um alimento, os mais
importantes sdo, sem davida, aqueles que definem as suas caracteristicas microbiolégicas.
A avaliacdo da qualidade microbiolégica de um produto fornece informacdes que permitem
avalia-lo quanto as condicbes de processamento e armazenamento, quanto ao risco a
saude da populacdo (FRANCO e LANDGRAF, 2001).

A ingestdo de queijos contaminados pode trazer consequéncias para a saude da
populacdo. Para detectar possiveis contamina¢gdes nos alimentos, utilizam-se grupos de
micro-organismos indicadores e patogénicos. Os indicadores mais comuns S&0 O0S
coliformes totais e coliformes termos tolerantes. Dentre alguns micro-organismos
patogénicos, pode-se destacar a Salmonella spp., que causa infec¢cdo alimentar e o
Staphylococcus aureus, que € produtor de uma toxina termoestavel pré-formada no
alimento. Outro patdégeno que também pode estar presente nos alimentos é a Listeria spp.
gue pode causar febre, fadiga, mal-estar, podendo haver ou ndo nausea, vomitos, dores,

diarreia e até comprometimento do sistema nervoso e abscessos (APOLINARIO, 2014).
4.1. COLIFORMES

As bactérias coliformes sdo um grupo que podem ser encontrados no solo, nas aguas e no
intestino dos homens e animais de sangue quente. E um termo geral para bactérias Gram-
negativas, anaerobicas, facultativas, em forma de bastonetes, forma representativa
esbocada na figura 4. Também sdo conhecidas como grupo coli-aerogenes. Os critérios
utilizados para identificacdo sdo a producéo de gas proveniente da glicose e a fermentacéo
da lactose com producao de acido e gas. O grupo de coliformes inclui espécies dos géneros
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter, além de E. coli. Um dos micro-
organismos gue mais se destacam entre varios existentes nos alimentos € o grupo de
coliformes totais e termo tolerantes, sua avaliacdo é utilizada para verificar as condi¢cdes
higiénicas, sendo este micro-organismos em grande numero, um indicador de

contaminacdes apos processamento (FORSYTHE, 2013).
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Figura 4: Forma representativa para coliformes (In: LOPEZ, 2018).

Os coliformes totais € um grupo da familia Enterobacteriaceae que inclui 44 géneros e 176
espécies. Neste grupo encontra-se somente as enterobactérias capazes de fermentar a
lactose com producéao de gas a 35°C. Os coliformes termos tolerantes, também conhecidos
como coliformes fecais, € um subgrupo dos coliformes totais, restrito aos membros capazes
de fermentar a lactose a 44,5-45,5°C com producao de gas. E a E. coli, esta incluida tanto
no grupo dos coliformes totais quanto no dos coliformes termos tolerantes. Podemos
considerar que toda E. coli € um coliforme, mas nem todo coliforme podera ser considerado
uma E. coli., essa informacado pode ser compreendida ao visualizar a figura 5. Seu habitat
natural € o trato intestinal de animais de sangue quente, embora também possa ser

introduzida nos alimentos a partir de fontes néo fecais (SILVA, et. al. 2017).
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Figura 5: Representacdo da familia de coliformes.

4.2. Salmonella

A Salmonella é uma causa importante de doencas de origem alimentar no mundo todo e
uma causa significativa de morbidade, mortalidade e perdas econdmicas. O género
Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende bacilos Gram — negativos,
representados na figura 6, ndo produtores de esporos. Sao anaerobicos facultativos,
produzem gas a partir da glicose e sao capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de
carbono. Existem varias formas de classificacdo de Salmonella, o que torna bastante
confusa a sua compreensao. O pH 6timo para multiplicacdo das salmonelas fica préximo
de 7,0, sendo que valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 séo bactericidas. A temperatura
ideal para multiplicagcdo do micro- organismo € de 35°C- 37°C (FRANCO e LANDGRAF,
2011).
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Figura 6: Representacéo para bacilos gram — negativos (In: MARTIN, 2017).

A Salmonella se encontra e praticamente tudo ao nosso redor, como o solo, o ar, a agua,
animais e nos seres humanos, em alimentos e equipamentos. Seu habitat natural é o trato
intestinal dos seres humanos e animais, e alguns alimentos que sado mais faceis de conter
contaminacao de salmonela sé&o carnes bovinas, suinas e de aves e seus derivados. Pode-
se dizer que a salmonela é um dos micro-organismos mais frequentes em casos de
doencas de origem alimentar, sendo influenciado pelos habitos alimentares, surgindo
através da preparacdo ou manuseio com o alimento. A doenca pode ser diagnosticada
através dos seguintes sintomas: vomitos, nauseas, diarreia, cefaleia e calafrios, podendo
persistir por 1 a 2 dias, e se recuperando normalmente apos o terceiro dia da infeccéo,
podendo ter um prazo maior em casos de lactantes, idosos e enfermos e também
dependendo da dose infectante ingerida (BAU, SIQUEIRA e MOOZ, 2009).

4.3. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus € uma bactéria esférica, do grupo dos cocos gram — positivos,
esbocado na figura 7, com aproximadamente 0,5 a 1.5 um de diametros, imoveis, nao
esporulados e geralmente ndo encapsulados, que vao desde isolados, aos pares, em
cadeias curtas, ou agrupados irregularmente, frequentemente encontrada na pele e nas
fossas nasais de pessoas saudaveis. Entretanto pode provocar doencas, que vao desde
uma simples infeccdo até infeccbes graves. Pertence a familia Micrococcae, possui 33
espécies, sdo facultativas anaerdbicas, com maior crescimento sob condi¢des aerdbicas,
guando produzem catalase (SANTOS et. al., 2007).
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Figura 7: Cocos gram — positivos (In: FREITAS, 2016).

E uma das principais bactérias patogénicas para os seres humanos e um importante
causador de infec¢des com alta incidéncia de morbimortalidade. Este micro-organismo €
um agente frequente de infecgcbes em recém-nascidos, criangas e adultos, causando
infeccéo da pele e dos tecidos moles, pneumonia, meningite, septicemia e outras infec¢des
a nivel comunitario de hospitalar. Sua colonizagdo normalmente acontece na mucosa nasal,
e a transmissao deste micro-organismo ocorre por aerossOis e por contato entre as
pessoas, além de possuir uma alta capacidade de adquirir resisténcia a uma ampla gama
de antibiéticos (BULLE et. al. 2016).

Surtos de intoxicacdo alimentar é registrado em todo o mundo, sendo poucas informacdes
sobre a doenca no Brasil. As intoxicacdes estafilococicas sdo muitos comuns no pais,
sendo a maioria dos casos nao investigadas ou ndo notificadas. Esta intoxicacdo € uma
das doencas transmitidas por alimentos mais comuns e resulta da ingestdo de
enterotoxinas estafilocécicas pré-formadas em alimentos que se inicia rapidamente apoés a
ingestdo. A doenca é diagnosticada de uma forma geral, os sintomas de toxinfeccao
alimentar sdo caracterizados por ndusea e emese, com ou sem 0 acompanhamento de
diarreia (FEITOSA et. al. 2017).
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5. PROTEINAS PRESENTE NO NOSSO COTIDIANO

Todo professor de ciéncias tem como conhecimento que 0 que se desperta o interesse em
suas aulas sempre vem de algo um pouco frequente de seu cotidiano, podendo ser uma
experimentacdo para melhor explicacdo da matéria. A experimentacao pode ser utilizada
para demonstrar os contetdos abordados em sala de aula, fazendo com que os alunos
resolvam problema que possa aparecer (GIORDAN, 1999).

A experimentagdo faz com que os alunos despertam interesse ao tema abordado,
considerando que o0 ensino possa trazer a eles novos aprendizados, utilizando a mesma
para maior conhecimento e ndo para comprovacao daquilo visto na teoria, além de
proporcionar aos alunos a oportunidade de sair da rotina de sala de aula (PARRILHA,
2010).

Assim como muitos alimentos, o queijo € um alimento que tem uma grande fonte em
diversos nutrientes que fazem bem para a nossa saude e também rico em proteina
proveniente do leite. Sdo ricos em calcio, que fortalece ossos e dentes, 6timas para o
desenvolvimento do organismo, e vitaminas A e B12, que ajudam a nossa visdo e aumenta
nossa funcéo neurologica. Como proposta do trabalho, propor aos alunos do ensino médio
a identificacdo de proteina em alimentos que séo facilmente encontrados em nosso dia a
dia, mostrando-0s que a quimica esta sempre presente em nossas vidas e que ela &
necessitada para as mais simples identificacfes e que os alimentos consumidos por todos
guase todos os dias sempre contém proteinas (STUPPIELLO, 2016).

5.1. AULA EXPERIMENTAL

Como aula experimental, mostrar aos alunos uma pratica que determina proteinas nos

alimentos de consumo diarios de facil acesso em nosso cotidiano.

5.1.1. Materiais e Reagentes

- 5 Tubos de ensaio;
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- Estante para tubos de ensaio;
- Solucéo de sulfato de cobre;

- Solucédo de hidroxido de sodio;
- Amido de milho;

- Clara de ovo;

- Leite;

- Acucar;

- Suco de laranja;

- Contas-gotas;

- Espatulas.

5.1.2. Procedimento

Primeiro preparar a solucéo de referéncia (padrao de cor do reagente), colocando em um
tubo de ensaio 20 gotas de agua destilada, 20 gotas de solucéo de hidréxido de sédio e 5
gotas de solucéo de sulfato de cobre, misturar bem os reagentes, observar a coloracéo e
guardar para utilizar depois.

Para os alimentos em po, adicionar uma pitada de cada em tubos separados e ja
identificados conforme o alimento e dissolve-los com 15-20 gotas de agua e para 0s
alimentos liquidos, adicionar 10 gotas da amostra e 10 gotas de agua em cada tubo
devidamente identificados e separados. Seguindo, adicionar 20 gotas de solucdo de
hidroxido de sddio e 5 gotas de sulfato de cobre, agite bem e observe a coloragéo obtida,

anotando os resultados.

5.1.3. Conclusédo

Apos a realizacdo dos experimentos e todos alunos observarem as coloracfes obtidas em
cada alimento, realizar uma discussdo sobre o que aconteceu em cada tubo de ensaio e
quais a reagfes que ocorreram.

Como critério de avaliacdo, observar o comportamento e participacdo de cada aluno
durante a pratica exercida, e também respondendo individualmente um questionario apos

terminar o experimento e toda explicacao do professor.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. MATERIAIS

6.1.1. Amostras

Foram compradas e analisadas um total de 7 amostras de queijo fresco no comércio da
cidade de Assis. As amostras adquiridas foram mantidas em refrigeracéo até o momento
das analises. Todas as amostras foram manuseadas e incubadas dentro da camera de
fluxo laminar com o total cuidado para ndo ocorrer contaminacdes durante 0 manuseio
e assim, oferecer riscos de obter falsos resultados. Para as amostras que o resultado
foi positivo nos testes presuntivos, foi realizado os testes confirmativos para a
confirmagédo da presenca de contaminagdo na amostra. As amostras foram nomeadas
da J1 ao J7 para manter reservado a marca e/ou produtor do queijo. As analises
ocorreram no CEPECI — Centro de Pesquisas de Ciéncias da FEMA — Fundacao
Educacional do Municipio de Assis, sendo as 4 primeiras amostras, analisadas no més

de junho e as 3 seguintes e Ultimas amostras analisadas no més de agosto.

6.1.2. REAGENTES E MEIO DE CULTURA

- Agar Baird Parker;

- Agar Nutriente;

- Agar Triplice Actcar Ferro;

- Agar Uréia de Christensen;

- Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD);
- Agua Peptonada 0,1 %;

- Agua Peptonada Tamponada;

- Caldo Descarboxilase;

- Caldo Selenito cistina.

- Caldo Tetrationato Muller Kauffmann Novobiocina;
- Caldo Triptona 1%;

- Caldo VM - VP;
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- Cultura B-hemolitica de Staphylococcus pseudointermedius (ATCC 49444);

- Tubos de Caldo Infuséo Cérebro Coracgéo (BHI);

- Tubos de Caldo Lauril Sulfato (LST) com tubos de durham invertidos;

- Tubos de Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) com tubos de durham invertidos;
- Tubos de Tripticase de Soja Extrato de Levedura (TSA-YE);

6.2. EQUIPAMENTOS

- Balanga;

- Camara de fluxo laminar;
- Estufas;

- Banho maria;

- Liquidificador

Figura 8: Camara de fluxo laminar e estufa para incuba¢@o microbioldgica.

6.3. METODOS

6.3.1. Preparo da amostra

Pesou-se 25 g da amostra, diluiu-se e homogeneizou-se em 225 ml de Caldo pré —
enriguecimento estéril (diluicdo 10?), figura 9. A partir desta foi feita sucessivas diluicoes
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decimais, tantas quanto necessarias conforme descrito no Manual de métodos de anélises
microbioldgicas de alimentos e agua. Esta diluicdo foi incubada por 24 horas a 35°C.

Figura 9: amostras em caldo pré enriquecimento.

6.3.2. Salmonella

Homogeneizou-se uma porcao de 25 gramas da amostra do queijo com 225 ml de caldo
pré enriquecimento e incubou-se a 35+1°C por 18-24 horas. Depois das horas passadas,
agitou-se cuidadosamente o frasco de pré-aquecimento e transferiu 1,0 mL para 10 mL de
Selenito cistina e 1,0 ml para 10 ml de Caldo Tetrationato Muller Kauffmann Novobiocina
(MKTTn). Incubou ambos os caldos a 35°C+1°C por 24 horas.

Do caldo MKTTn estriou-se uma alcada em Agar Entérico de Hectoen (HE), Agar Bismuto
Sulfito (BS) e Agar Xilose Lisina Desoxiociolato (XLD). Repetiu esse procedimento com o
caldo SC e incubou as placas invertidas a 35°C por 24 horas.

ApoOs o periodo de incubacéo, verificou-se se houve desenvolvimento de colbnias tipicas
de salmonela que em Agar HE s&o colénias transparentes, verde — azuladas, com ou sem
centro preto. Em Agar BS, aparecem colénias marrons ou pretas com ou sem brilho
metéalico. O meio em redor das colénias muda gradativamente para uma coloracdo marrom
a preta. E o Agar XLD, aparecem as coldnias transparentes cor de rosa escuro, com ou

sem centro preto. Todo o procedimento esta esbocado na figura 10.
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25g de amostra + 225 ml de
Caldo pré enriquecimento

Agar Xilose Lisina
Caldo Tetrationacto e

Incubacido 35°C por
24 horas /1(‘;“'3

Homogeneizacdo

Incubacdo 35°C por
18-24horas 1,0m|
10mi Incubar as placas
1,0ml Incubacdo 35°C por invertidas a 35°C

24 horas por 24 horas

Icada
10mil \K‘

Selenito cistina

Figura 10: Procedimento de andlise da Salmonela.

6.3.3. Staphylococcus aureus

Foi selecionado uma diluicdo adequada da amostra e inoculado 0,1 ml da diluicdo na
superficie de placas de Agar Baird-Parker (BP), previamente preparadas e secadas.
Espalhou-se o inoculo com uma alca de Drigalski, até que todo o excesso de liquido foi
absorvido. Incubou-se as placas invertidas a 35-37°C por 48 horas.

Apdés o tempo passado, foi contado as coldnias tipicas de S. aureus, que sao circulares,
pretas ou cinza escuras, com 2-3mm de diametro, lisas, convexas, com bordas perfeitas,
massa de células esbranquicadas nas bordas, rodeadas por uma zona opaca
frequentemente, por um halo transparente se estendendo para além da zona opaca. Para
confirmacao deve-se conter no minimo cinco coldnias tipicas para o teste de coagulase. Na

figura 11 representa-se todo procedimento descrito.
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0,ml } ird Park — Incubar & 35-37°C por
Agar Baird Parker 48 horas

25g de amostra + .

enriguecimento

Homogeneizacdo

Figura 11: Analises do Staphylococcus Aureus.

6.3.4. Coliforme Totais

Também foi selecionado uma diluicdo adequada da amostra ja preparada e inoculou
uma série de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato (LST) por diluicdo, adicionando 1ml da
diluicdo por tubo com 10ml de LST, conforme figura 12. Incubou os tubos a 35+0,5°C

por 24 horas e observou se houve crescimento com producao de gas.

1N

Figura 12: amostras incubadas em caldo CLS.

Em caso de positivo, (crescimento e producdo de gas) para contagem de coliformes
fecais, tomou-se os tubos de LST com producéo de gas e transferiu-se uma alcada bem
carregada de cada cultura para tubos de caldo E. coli (EC) e também para o Caldo Bile
Verde Brilhante. Incubou-se em banho maria a 45,5°C por 24 horas e observou se houve
crescimento com producdo de gas. Ja para confirmacao de E. coli, transferiu-se uma
alcada para tubos de EMB/ IMVIC para ter um teste confirmativo. Na figura 13 mostra o

esquema.
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10t

103

Homogeneizacio Iml

107
Iml
25g de amostra + 1ml Iml 1ml
225 ml de Caldo pré
enriguecimento

el I

10 ml cada tubo 10 ml cada tubo 10 ml cada tubo

| | [
Incubar a 35°C por 48 horas

Caldo Verde Em caso de resultado positivo
Brilhante Bile
Uma alcada de cada tubo
com producdo de gas
EMB/ IMVIC
Uma algada de cada tubo .
com producdo de gas caldo E. coli

Figura 13: Andlises do coliformes.
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7. RESULTADOS E DISCUSSOES

ApOGs todas as analises serem realizadas foram obtidos os resultados que estdo

apresentados na tabela 1.

J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 Legislacéo
460 150
SIS o sente ausente  Ausente ausente 7 NMP/g NMP/g 5,0x10°NMP/g
Termotolerante
NMP/g
43 23
ausente ausente Ausente ausente 4 NMP/g NMP/g ausente
NMP/g

Staphylococcus
SHIEES 1,4x10* 3,7x10° 7,2x10° 1,5x102 1,7x10* 1,9x10* 2,1x10* 5,0x10°

Salmonella ausente ausente Ausente ausente ausente ausente ausente Ausente

Tabela 1: resultados de todas as analises realizadas.

7.1. Resultados de Salmonella

De acordo com a tabela 1, todos os queijos analisados apresentaram auséncia de
Salmonella, indicando assim que as amostras estavam de acordo com a Resolucéo —
RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, em que se deve encontrar auséncia de Salmonella
em queijos tipo minas frescal. Na figura 14 pode ser observado as placas com os

resultados para Salmonella.
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Figura 14: Placas das analises de Salmonella.

APOLINARIO et. al. (2014), analisaram 31 amostras, avaliando a presenca de
Salmonella e em nenhuma delas teve um resultado positivo, estando assim todos
dentro da legislac&o. Ja no trabalho de FREITAS, (2015), ao realizar as anéalises em
duas amostras de queijos frescos, obteve-se resultados positivos de Salmonella para
ambas amostras, concluindo que elas se encontravam em condi¢cdes improprias para
0 consumo, estando fora da legislacdo. Em seu trabalho, afirma que essa contaminacgéo
pode ter ocorrido por praticas de higienes inadequadas. No trabalho de SALOTTI,
(2006), foram analisadas 60 amostras de queijos fresco, dividindo em 30 amostras
artesanais e outras 30 amostras inspecionadas pelo Servigo de Inspecdo Estadual e
Federal. Em suas analises de Salmonella, todas encontravam-se dentro do padrdo da
legislacdo e dessa forma, todas com resultados negativos para esta contaminacao,
estando devidamente apropriadas para consumo.

SOUZA et. al. (2017), em seu trabalho, analisaram 50 amostras diferentes de queijos
brancos, sendo divididas entre amostras industrializadas e artesanais, apdés as



35

analises, concluiu-se que 20 das suas amostras estavam contaminadas com
Salmonella estando impropria para consumo. Em seu trabalho, afirma que esse
resultado indica expressiva necessidade de aperfeicoamento no processamento,
armazenamento e/ou distribuicdo do alimento em si analisado. No trabalho de MELO,
ALVES e COSTA, (2009), foram analisadas 30 amostras de queijos frescos
comercializados em S&o Luiz, MA, e apés resultados, concluiram que nenhuma das
suas amostras estavam contaminadas com Salmonella. Dessa forma, obteve-se um
resultado muito satisfatorio, pois mostra que os queijos se encontravam dentro dos

padrdes estabelecidos pela ANVISA, que diz ter auséncia para Salmonella.

7.2. Resultados de Sthapylococcus aureus

Os resultados de Staphylococcus aureus, foram comparados os resultados obtidos com
a legislacdo RDC n° 12, onde diz que para uma amostra de queijo estar no limite e
padrdes de contaminacOes referente ao Staphylococcus aureus, deve-se obter um
limite maximo de 5,0x10°® UFC/g (Unidades Formadoras de Colbnias), dessa forma,
apos todas as analises terem sidos concluidas chegou-se ao resultado que 5 das
amostras continham a contaminacédo, sendo amostras dos queijos J1, J3, J5, J6, J7. E
as demais amostras analisadas se encontraram com presenca de Staphylococcus
aureus, mas dentro dos limites estabelecidos, sendo as amostras J2 e J4 classificadas

como no limite toleravel, pode-se observar os resultados obtidos na figura 15.

Figura 15: Resultados das analises de Staphylococcus aureus.
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No trabalho de SOUZA, et al, 2017, seus estudos ocorreram com um total de 50
amostras de queijos frescos, variando de producédo artesanal e industrial. Depois de
todas as andlises, concluiu que 10 de suas amostras apresentaram resultados positivos
para Staphylococcus aureus, afirmando que a maior preocupacao relacionada a esta
contaminacdo € a producdo de enterotoxinas, havendo a possibilidade da ocorréncia
de intoxicagcbes. Em outra pesquisa, BRANT, FONSECA e SILVA, 2007, realizaram um
trabalho de analises microbiolégicas em 40 amostras de queijos frescos artesanal e
obtiveram apds os resultados finas de Staphylococcus aures que 33 das suas amostras
estavam positivas, sendo acima da legislacdo estabelecida, em seu trabalho, afirmam
qgue foi o contaminante mais frequente encontrado, e que ha o grande risco de
intoxicacbes pela presenca de enterotoxinas. APOLINARIO et. al., 2014 em seu
trabalho, também analisaram Staphylococcus aureus e resulta que das 31 amostras
analisadas, 5 delas encontra-se acima do limite estabelecido, afirma que isso pode
ocorrer por problemas relacionados a problemas de processamento, como falhas de
pasteurizacao, higienizacdo inadequada de equipamentos.

MORAIS e REZENDE, (2013), em sua pesquisa e trabalho realizado, analisaram 10
amostras de queijos frescos, sendo 5 em uma primeira data e 0os outros 5 em uma
segunda data diferente, e apds o término das analises e comparacao dos resultados,
concluiu que todas as suas amostras estavam dentro do limite estabelecido pela RDC
n°12, estando abaixo de 5x10°NMP. SALOTTI (2009), em seu trabalho, também avalia
a presenca de Staphylococcus areus nas suas amostras de queijos e depois das
analises serem concluidas, viu que 6 das 30 amostras artesanais e 3 das 30 amostras
inspecionadas, apresentava valores superiores aos estabelecidos pela legislacéo
vigente. E no trabalho de PASSOS et. al. (2009), analisaram 30 queijos formais, sendo
provenientes de producao industrial e as devidas inspecdes realizadas, e 15 queijos
informais, sendo esses, de fabricacdo artesanal e venda sem a fiscalizacdo. Apés as
analises serem concluidas, verificou-se que dos 30 queijos formais, 11 amostras
apresentaram contagem acima de 500 UFC/g (5x103UFC/g), e dos 15 queijos informais,

14 amostras estavam fora dos limites para Staphylococcus aureus.
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7.3. Resultados de coliformes termotolerantes

As andlises de coliformes termotolerantes apés todas serem concluidas mostrou que 4
das amostras analisadas estavam ausentes para qualquer tipo de coliforme, j4 as
outras 3 amostras foram determinadas a presenca de coliformes, e apos testes
confirmativos, resultou-se que estavam dentro dos limites estabelecidos pela RDC n°12
que se situa um valor limite de 5.0x10° NMP/g. As amostras que apresentaram positivo
para coliformes termotolerantes foi J5, J6 e J7. Essa presenca pode ser observada na
figura 16, onde representa a presenca de oxigénio nos tubos, um indicativo para o
coliforme.

Figura 16: Tubos com CLS indicando presenca de coliformes

Segundo ANTONELLO, (2012), ap6s analises de 28 amostras de queijos sobre
coliformes termotolerantes, 19 queijos resultaram em valores maiores que a legislacéo,
concluindo assim que esses queijos estavam contaminados e inapropriados para
consumo. Também foi encontrado uma grande quantidade de queijos analisados fora
do padréo estabelecido no trabalho de SALOTTI (2006). Em seu trabalho houve a
divisdo de queijos artesanais e queijos inspecionados pela ANVISA (Agéncia Nacional
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de Vigilancia Sanitaria), nesta divisédo, dos 30 queijos artesanais, apenas 5 estavam de
acordo com o padrdo estabelecido, estando em desacordo com os padrdes as 25
amostras restantes. Dos queijos inspecionados, 10 estavam de acordo com o padréao e
20 estavam fora do padrédo. Pode-se observar que mesmo entre 0s queijos
inspecionados, uma grande quantidade se encontra fora do padrdo estabelecido.
FREITAS (2015), em seu trabalhou realizou testes para coliformes termotolerantes
também, e o0 seu resultou apresentou-se positivo por apresentar formacao de gas nos
tubos de caldo verde brilhante (VB), caldo EC e a confirmagdo em EMB. Obteve-se um
valor de = 2.400 NMP/g para coliformes, estando dentro dos limites da legislacdo que
sdo de no maximo 5000 NMP/g. Dessa forma alegou-se que suas amostras mostravam
gue os queijos estavam adequados para comercializacdo e consumo. No trabalho de
GARCIA (2016), analisou-se 18 amostras, todas adquiridas na regiao de Montes Claros
— MG, e apos os resultados das analises, constatou-se que 16 amostras estavam
contaminadas com coliformes termotolerantes, estando acima do valor estabelecido

pela legislacao.

7.4. Resultados de E. coli

A E. coli, que é proveniente da presenca de restos fecais, € encontrada no trato
intestinal de animais de sangue quente, pertencendo aos coliformes, e podendo ser
detectado a presenca de E. coli, é possivel afirmar a presenca de coliformes. Sua
contaminacao em alimentos pode ser transmitida pelo ser humano que hospeda este
micro-organismo e transferindo durante a manipulacéo do alimento devido a ndo pratica
correta de higienizacao antes de iniciar, ou durante todo o procedimento. Nao se segue
uma legislacédo impondo um valor limite para E. coli, dessa forma entende-se que a sua
presenca em qualquer alimento analisado mostra que ele ja ndo esta apropriado para
0 consumo, podendo trazer intoxicacdes ou algo mais agravavel a quem consumir. No
presente trabalho apds realizar todas as analises presuntivas e confirmativas, além dos
testes bioquimicos para as amostras necessarias, obteve-se que as amostras J1, J2,
J3 e J4 foram identificadas com auséncia de E. coli, ja as outras 3 amostras sendo J5,
J6 e J7, houve presenca de E. coli, constatando-se que estas amostras estavam

inapropriadas para o consumo.
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No trabalho de SOUZA (2017), apds a conclusdo do teste IMVIC, foi constatada a
presenca de E. coli em 16 amostras sendo a maioria em amostras de producdo
artesanal. Dessa forma afirma-se que a auséncia das boas préaticas de fabricacdo
(BPF’S) podem acontecer por contaminacgao cruzada, ou associadas as mas condi¢des
de armazenamento, favorecendo a presenca de micro-organismos no queijo. PASSOS
(2009) em seu trabalho com um total de 45 queijos frescos sendo destes, 30 de
obtencéo industrial e 15 de obtencéo artesanal, concluiu apds andlises que 26 das suas
amostras estavam contaminadas com E. coli, dessas amostras a maioria das
contaminacdes encontraram-se em queijos de obtencdo industrial. Afirma que a
presenca de E. coli é um indicador de contaminacéo fecal e de possivel presenca de
patdogenos entéricos nos queijos, quando ha presenca desse micro-organismos no
organismo, € encontrada no trato gastrintestinal de forma inGcua, mas quando
distribuida em outras partes do corpo humano, como o trato urinario pode provocar
diarreias ou doencas mais agravantes. E no trabalho de SANTOS (2008), analisou 6
amostras de queijos frescos, e apos resultados, conclui que 3 amostras havia presenca

de E. coli estando inapropriados para o consumo.
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8. CONCLUSAO

Apés todas as analises serem concluidas e todos os resultados obtidos e discutidos
conclui-se que os queijos J2 e J4 se encontraram apropriados para o consumo, livre de
quaisquer contaminacfes microbiologicas das qual foram analisadas no presente
trabalho. J& os queijos identificados como J1, J3, J5, J6 e J7, continha contaminacdes
microbiologicas, totalizando 71,4% das amostras analisadas, deixando-os dessa forma,
inapropriados para o consumo, podendo ocorrer intoxicagbes alimentares ou até
doencas mais agravantes. Desses queijos contaminados, todos estavam contaminados
com Staphylococcus aures. E somente os queijos J5, J6 e J7 foram contaminados com

E. coli e automaticamente por coliformes termotolerantes.
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