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RESUMO

Os queijos minas frescal e rico-
ta sdo alimentos derivados do leite,
muito nutritivos e muito consumi-
dos pela populagdo em geral. Por ser
um veiculo frequente de patdogenos,
a contaminag¢do microbioldgica dos
queijos gera um grande risco de sur-
tos de doencas de origem alimentar
aos consumidores. O objetivo do
trabalho foi verificar a qualidade mi-
crobiologica de queijos minas frescal
e ricota comercializados na regido
metropolitana de Campinas/SP. Fo-
ram analisadas 20 amostras (5 queijo
minas frescal caseiro, 5 queijo mi-
nas frescal industrializados, 5 queijo
frescal ultrafiltrados e 5 ricotas) para
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quantificacdo de coliformes a 35°C
e 45°C, E. coli, aerdbios mesoéfilos
totais, bolores e leveduras, estafilo-
cocos, Salmonella sp e Listeria mo-
nocytogenes. As amostras apresen-
taram contagens de coliformes 35°C
(13 amostras — até >1,1x10°NMP/
mL), coliformes a 45°C (5 amostras
—até >1,1x10°NMP/mL), E. coli (12
amostras — até >1,1x10* UFC/g),
aerobios mesofilos totais (13 amos-
tras acima de 10° UFC/g), bolores e
leveduras (7 amostras acima de 10°
UFC/g) e Staphylococcus aureus (10
amostras acima de 5x10> UFC/g).
Em nenhuma das amostras foi detec-
tada Salmonella sp. e L. monocyto-
genes. 11 amostras estiveram em
desacordo com a legislagdo RDC n°
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12/2001 por causa da alta contagem
de S. aureus e coliformes a 45°C. O
processo de ultrafiltracdo do queijo
reduziu a contagem microbioldgica
para todas as amostras exceto uma,
mostrando que mesmo apos o pro-
cesso ¢ preciso ter boas praticas para
evitar a recontaminagdo. A alta con-
tagem de micro-organismos indica
falhas na higiene durante as etapas de
fabricagdo, manipulagdo e transpor-
te do produto. Assim boas praticas
de fabricacdo devem ser aplicadas
aos queijos minas frescal caseiros e
industriais, para se adequar a legis-
lagdo e ndo oferecer riscos a saude
publica.

Palavras-chave: Produtos ldacteos.
Ultrafiltragdo. Higienizagdo.
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ABSTRACT

Minas cheese and ricotta are de-
rived from milk, are very nutritious
and widely consumed by general pop-
ulation. By being a common vehicle of
pathogens, the microbiological con-
tamination of these cheeses creates
a great risk of food born disease to
consumers. The aim of this work was
to evaluate the microbiological qual-
ity of minas cheese and ricotta sold
in metropolitan region of Campinas-
SP markets. 20 samples were ana-
lyzed (5 non-labeled minas cheese,
5 labeled minas cheese, 5 ultrafil-
trated minas cheese and 5 ricotta)
for quantification of 35°C coliforms,
45°C coliforms, E. coli, aerobic meso-
philic total count, molds and yeasts,
Staphylococcus aureus, Salmonella
sp and Listeria monocytogenes. Sam-
ples showed counts of 35°C coliform
(13 samples— up to 1,1x10° MPN/
mlL), 45°C coliforms (5 samples —
up to 1,1x10° MPN/mL), E. coli (12
samples - up to 1,1x10° CFU/g), to-
tal aerobic mesophilic (13 samples
above 10° CFU/g), molds and yeasts
(7 samples above 10° CFU/g) and
Staphylococcus aureus (10 samples
above 5x10° CFU/g). In none of the
samples Salmonella sp. and L. mono-
cytogenes were isolated. 11 samples
were in disagreement with Brazil-
ian law RDC n°12/2001 because of
the high count of S. aureus and 45°C
coliforms. The process of ultrafiltra-
tion greatly reduced microbial count,
but one sample was contaminated,
showing that even after the process is
necessary to have good practices to
avoid recontamination. The high mi-
croorganism count indicates failures
in hygiene during the manufacturing
steps, handling and transportation
of the product. Good manufacturing
practices should be applied to cheese
to suit the legislation and do not offer
risks to public health.

Keywords: Dairy. Ultrafiltration.
Hygiene.

INTRODUCAO

leite e seus derivados,

incluindo o queijo, sdo

alimentos  nutricional-

mente completos, sen-
do importantes fontes de proteinas,
aminoacidos essenciais, peptideos
bioativos, acidos graxos, vitaminas
(principalmente A, B,, B;e B ) e
minerais (principalmente de calcio)
(WALTHER et al., 2008). Devido a
essa alta quantidade de nutrientes e
a umidade, o queijo minas frescal e a
ricota sdo ambientes adequados para
o desenvolvimento de diferentes gru-
pos de micro-organismos. Além de
deteriorar o alimento, esses micro-
-organismos podem ser patdgenos
e transmitir doengas de origem ali-
mentar aos consumidores (FEITOSA
et al., 2003).

A presenga e quantidade de micro-
-organismos no queijo estdo relacio-
nadas com a qualidade do leite usado
como matéria-prima, eficacia do tra-
tamento térmico, condi¢des de higie-
ne durante produgdo, embalagem e
temperatura de armazenamento (FA-
VARO et al., 2006).

Nos ultimos anos, os micro-orga-
nismos patogénicos como Staphylo-
coccus aureus, coliformes totais e
termotolerantes, E. coli, Salmonella
spp € Listeria monocytogenes tém
sido frequentemente encontrados em
amostras de queijo, colocando em ris-
co a saude da populacdo (AMORIM
et al., 2014; APOLINARIO; SAN-
TOS; LAVORATO, 2014; CHESCA
et al., 2015; ECKERT; WEBBER,
2016; MELO et al., 2013; PEREIRA
etal.,2016; SOUSA etal., 2014; TO-
7Z70; GUIMARAES; CAMARGO,
2015).

Para garantir a seguranca dos con-
sumidores, a legislagdo vigente no
Brasil, RDC n°12 de 2001, da Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
determina limites para a contagem
de micro-organismos em diferentes
alimentos. Para os queijos de muito
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alta umidade (>55%), que é o caso
do queijo minas frescal e da ricota,
a legislag@o especifica os limites de
5x10? UFC/g de coliformes a 45°C,
5x10% UFC/g de Staphylococcus coa-
gulase positiva e auséncia de Sal/mo-
nella sp e L. monocytogenes em 25g
do produto (BRASIL, 2001).

O objetivo deste trabalho foi veri-
ficar a qualidade microbiologica de
queijo minas frescal e ricotas comer-
cializadas na regido metropolitana de
Campinas/SP.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 20 amostras de
queijo, sendo 5 de queijo minas fres-
cal ndo rotulado, 5 de queijo minas
frescal rotulado, 5 de queijo minas
frescal ultrafiltrado e 5 ricotas. As
amostras foram adquiridas no co-
mercio da cidade de Campinas/SP
em sua propria embalagem e levadas
em caixa isotérmica ao Laboratorio
de Analises Clinicas do curso de
Ciéncias Biomédicas da Faculdade
Metrocamp para serem analisadas.
As amostras foram maceradas e ho-
mogeneizadas antes da pesagem.

De cada amostra foram pesadas
tr€s unidades de 25g em bolsa esté-
ril, sendo uma para analise de Salmo-
nella sp, uma para analise de Listeria
monocytogenes ¢ outra para as de-
mais analises. Uma das amostras foi
diluida em 225 mL de solugdo 2% de
citrato de sodio (dilui¢do 10') e fo-
ram feitas dilui¢des seriadas até 10,
A partir desse material, foram feitas
as seguintes analises:

Determinacdo de Coliformes
a 35 e 45°C e E. coli: foi utilizada
metodologia dos tubos multiplos,
conhecida como Numero Mais Pro-
vavel (NMP). Foi inoculado 1 mL
em triplicada das dilui¢des 10" a 10
em tubos de Lauril Sulfato Triptose
(LST) dupla concentragdo que foram
incubados a 35°C/24-48h. A confir-
macgdo para coliformes a 35°C foi
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feita utilizando o caldo Verde Bri-
lhante Bile 2% (VB) e para colifor-
mes a 45°C o caldo Escherichia coli
(EC). Os tubos positivos no EC fo-
ram estriados em Agar Eosina Azul
de Metileno (EMB) para confirma-
cdo de E. coli utilizando posterior-
mente o teste de INVIC (Indol, Ver-
melho de fenol, Vogues Proskauer e
Citrato) (metodologia APHA descri-
ta em SILVA et al., 2010).

Determinacio de Estafilococos
coagulase positiva: foi utilizada a
técnica de superficie, onde 0,1mL das
dilui¢des 10! a 103 foi inoculado na
superficie do meio Baird Parker (BP) e
incubado a 37°C/48h. As colonias tipi-
cas foram entdo submetidas ao teste de
coagulase (metodologia APHA descri-
ta em SILVA et al., 2010).

Determinacao de aerébios mesé-
filos totais: a partir das diluigdes se-
riadas, 1mL foi inoculado em placas
de Petri estéreis, onde foi adicionado
o Agar Padrio para Contagem (PCA)
e foi feita a incubagdo 35°C/48h. Foi
realizada a contagem e os resultados
foram expressos em Unidades For-
madoras de Colonias (UFC/g) (me-
todologia APHA descrita em SILVA
etal., 2010).

Determinacio de Bolores e Le-
veduras: foi utilizado o meio de
cultura Agar Bengala Cloranfenicol
Base (DRBC), onde foram inocula-
dos 0,1mL das dilui¢des seriadas e em
seguida incubadas a 25°C/5 dias. Foi
feita a contagem e os resultados foram
expressos em UFC/g (metodologia
APHA descrita em SILVA et al., 2010).

Tabela 1 - Resultado das analises microbioldgica das amostras de queijo minas frescal e ricota.

Determinacdo de Salmonella
sp: 25g de cada amostra foram pré-
-enriquecidas em 225mL de Agua
Tamponada Peptonada (BPW), in-
cubadas a 35°C/18+2h. 1mL foi
transferido para caldo Tetrationato
suplementando com 0,2mL de so-
lucdo de iodo e 0,ImL de solucao
de verde brilhante, e foi incubado
a 35°C/24h. Também foi inoculado
0,ImL em caldo Rappaport vassili-
dis e incubado a 41°C/24h. Foram
feitas estrias em placas de agar Xi-
lose Lisina Desoxicolado (XLD) e
agar Hektoen Enteric (HE). As co-
lonias tipicas foram submetidas aos
testes bioquimicos: TSI, LIA, citra-
to, indol, VMVP, ONPG e teste em
agar Rugai para identificacdo final
(método ISO 6579 descrito em SIL-
VA et al. (2010) modificado).

. . , Bolores e Estafilococos L
Coliformes a Coliformesa E. coli Contagem Leveduras coagulase nea. Samonella s Listeria
35°C NMP/g 45°C NMP/g NMP/g Total UFC/g g g- P monocytogenes

UFC/g UFC/g
1 >14x10°  24x102  24x10°  29x10°  >30¢0°  >30x10° K Iﬁ”;‘;/”f;’zjl’l’fe Ausente
A 2 >1,1x10° 93 93 1,4x106 (est)  2,0x10¢ >3,0x108 Ausente Ausente
3 >1,1x108 1,6x10? 1,6x102  1,7x108(est)  1,4x108 2,5x108 Ausente Ausente
4  >11x10° >1,1x108  >1,1x10°  3,6x10° >3,0%108 4,5x108 E. coli Ausente
5  >11x108 >1,1x108  >1,1x10°  2,2x10° >3,0x108 2,9x108 Ausente Ausente
1 >1,1x10° >1,1x10°  >1,1x10° 7,3x10° (est) >3,0x10° 5,5x10° Ausente Ausente
2 3,6 3,6 3,6 1,0x10¢ 4,5x10° 3,4x108 P mirabilis Ausente
B 3 4,6x102 2,4x102 2,4x102 3,3x10¢8 8,0x102 1,0x10? Ausente Ausente
4  >11x10° >1,1x10°  >1,1x10®  2,8x10° 3,6x10° <102 K. pneumoniae Ausente
5  >1,1x10° >1,1x10°  >1,1x10°  >3,0x108 >3,0x108 1,4x108 Ausente Ausente
1 <3,0 <3,0 <3,0 <10 <102 9,0x10? Ausente Ausente
2 <3,0 <3,0 <3,0 <10 <102 <102 K. pneumoniae Ausente
C 3 <3,0 <3,0 <3,0 <10 <102 <10? Ausente Ausente
4 <3,0 <3,0 <3,0 <10 <102 <102 Ausente Ausente
5 <3,0 <3,0 <3,0 <10 <10? <102 Ausente Ausente
1 2,4x10? <3,0 <3,0 >3,0x1098 4,7x103 2,1x108 Ausente Ausente
2 <3,0 <3,0 <3,0 3,5x10°¢ 9,0x10? 4,0x10? Ausente Ausente
D 3 <3,0 <3,0 <3,0 5,5x107 (est) 1,0x10° 10 K. pneumoniae Ausente
4 93 3,6 3,6 6,4x10° 5,5x10* 70 K. pneumoniae Ausente
5  >1,1x10° 2,1x10? 28 7,4x10° 6,3x10* <102 K. pneumoniae Ausente

NMP: Nadmero Mais Provavel ; UFC: Unidade Formadora de Colbnia ; est: estimada

A — Queijo Minas Frescal ndo rotulado; B — Queijo Minas Frescal rotulado; C — Queijo Minas Frescal ultrafiltrado; D — Ricota.
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Determinacido de Listeria mo-
nocytogenes: 25g das amostras fo-
ram diluidos em 225mL de Caldo
BLEB e foram incubadas a 30°C/4h.
Foi entdao adicionados os antibioti-
cos: acriflavina (0,5%), acido nali-
dixico (0,5%) e cicloexemida (1%)
e reincubadas a 30°C/44h. As estrias
foram feitas em agar Palcam, que foi
incubado a 35°C/24-48h. Colénias ti-
picas foram submetidas aos testes de
coloragdo de Gram, catalase e bio-
quimicos (método APHA, descrito
em SILVA et al. (2010) modificado).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Do total de amostras analisadas,
13 (65%) apresentam contagem de
coliformes a 35°C, variando entre
3,6NMP/g e >1,1x10°NMP/g, sendo
5 (25%) com contagem de colifor-
mes a 45°C acima do permitido pela
legislagdo vigente (RDC n°12), que
¢ 5x10> NMP/g, consideradas im-
proprias para o consumo. E. coli foi
caracterizada em 12 amostras (60%)
com contagem que variaram entre
3,6NMP/g a >1,1x10°NMP/g (Tabe-
la1).

A presenga de coliformes a 45°C
nas amostras ¢ indicativa de conta-
minacao fecal e indica a possibili-
dade da presenga de micro-organis-
mos patogénicos, como Salmonella,
Shigella, E. coli e Yersinia (GAVA,;
SILVA; FRIAS, 2008). Alguns so-
rotipos de E. coli sdo patogénicos
pois causam infecgao intestinal com
produgdo de toxinas muito fortes que
acometem até mesmo individuos
saudaveis causando diarreias muito
intensas (DONNENBERG, 2002).
Cepas de E. coli produtoras dessas
toxinas foram identificadas nos equi-
pamentos de produg@o e em amostras
de queijo minas frescal por Fonseca
etal. (2014).

A contagem de micro-organismos
aerdbios totais foram observadas em
13 amostras (65%) com contagem
acima de 10° UFC/g e sete amostras

(35%) apresentaram contagem de
bolores e leveduras acima de 10*
UFC/g. Outros autores também en-
contraram alta contagem desses
micro-organismos em amostras de
queijos de alta umidade (BAIRROS
et al., 2016; DUCTRA et al., 2014;
GARCIA et al., 2016). Essa alta con-
tagem ¢ relacionada a mas condi¢des
de higiene durante o processamento,
armazenamento e/ou exposicdo do
produto a venda e possivel presenca
de patdgenos, além de ser a principal
causa de deterioracdo de queijos re-
duzindo sua vida de prateleira (FEI-
TOSA et al., 2003).

Um total de 50% das amostras
apresentou contagem de Estafilo-
cocos coagulase negativa acima de
5x10*> UFC/g. A contaminagdo de
alimentos por Estafilococos coagula-
se negativa também representa risco
de causar intoxicagOes alimentares,
ja que algumas espécies podem pro-
duzir enterotoxinas estafilocdcicas
(produzidas em populacdes eleva-
das de micro-organismos sob certas
condi¢des) (BORGES et al., 2008).
Outros trabalhos (OLIVEIRA et al.,
2015; ROSA et al., 2015; SOUZA et
al., 2014; YAMANAKA et al., 2014)
relataram nos ultimos anos a alta in-
cidéncia de contaminacao de queijos
tipo minas frescal por esse micro-
-organismo em diferentes regides do
Brasil, indicando a mé qualidade da
matéria-prima produzida e falha no
processo de producao.

Salmonella sp e L. monocytogenes
estiveram ausentes em todas amos-
tras, estando os produtos em acordo
com a legislagdo para esses micro-
-organismos. No entanto, outras bac-
térias como Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis e E. coli foram iso-
ladas durante as analises (Tabela 1).
Esses micro-organismos sdo comuns
da microbiota de diferentes animais e
chegam ao alimento através de falhas
na higiene durante o processamento e
manipulag@o do alimento (BROOKS
et al., 2012; FORSYTHE, 2013). K.
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pneumoniae, P. mirabilis e E. coli sao
micro-organismos oportunistas e, em
pessoas com sistema imune fragili-
zado, podem levar a gastroenterites
(BROOKS etal., 2014; WANG et al.,
2010). Varios autores relataram ter
encontrado esses micro-organismos
no leite e em queijos (GRECELLE et
al., 2015; KARACH etal., 2011; PO-
ZZA et al., 2015; SOUSA JUNIOR
etal., 2015).

As amostras de queijo minas fres-
cal que passaram por processo de
ultrafiltrardo apresentaram melhores
condi¢des microbioldgicas do que
as demais amostras (Tabela 1). Esse
resultado mostra que o processo de
ultrafiltracdo ¢ eficiente para a remo-
¢do de micro-organismos e contribui
para a seguranca do consumidor.
Mesmo com esse processamento, en-
tretanto, uma das amostras apresen-
tou contagem de Estafilococos coa-
gulase negativa (9x10°UFC/g) e em
outra foi isolado o micro-organismo
K. pneumoniae. Esses resultados
mostram que, mesmo apos 0 proces-
so de ultrafiltracdo, é necessario se-
guir as boas praticas de fabricacdo e
higienizag¢do na industria para evitar
a recontaminacao do leite por mani-
puladores ou por biofilmes em equi-
pamentos, por exemplo, que podem
levar a alta contagem de micro-orga-
nismos no produto final e a transmis-
sdo de doengas aos consumidores.

Sangaletti et al. (2009) analisaram
a quantidade de micro-organismos
de um lote de queijo minas durante
os 30 dias de sua vida util e con-
cluiram que ¢ importante que sejam
produzidos com 6tima condi¢do hi-
gienicossanitaria pois, mesmo sob
refrigeracdo (4°C), a quantidade de
micro-organismos meso6filos, psi-
crofilos e bactérias laticas aumenta-
ram constantemente com o passar do
tempo.

No Brasil, a producao do quei-
jo minas frescal e da ricota ainda ¢
muito artesanal, tanto na produgdo
caseira (queijo nao rotulado) quanto
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na producdo em pequenas empre-
sas (queijo minas frescal rotulado e
ricota — exceto os ultrafiltrados). E
importante, portanto, que os 0rgaos
fiscalizadores, além de fiscalizar as
instalages e matérias-primas, atuem
orientando os produtores de queijos
de alta umidade quanto aos métodos
higienicossanitarios que reduzam
a contaminacdo do produto final e
assim evite a transmissdo de doen-
cas aos consumidores (DIAS et al.,
2016).

CONCLUSAQ

Das amostras analisadas 11 apre-
sentaram contaminagdo microbio-
légica por coliformes a 45°C acima
do limite permitido pela legislacdao
brasileira, estando improprias para o
consumo. Isso indica que as condi-
¢oes de higiene durante a fabricagao,
manipulacdo, transporte ou armaze-
namento foram deficientes. Todas es-
sas etapas devem ser monitoradas em
relacdo a higiene e temperatura para
reduzir a contamina¢ao microbiana.

Os produtores de queijo minas
frescal e de ricota necessitam de
uma fiscalizacdo dos o6rgdos gover-
namentais mais eficiente, além de
treinamento sobre boas praticas de
fabricacdo, escolha de matéria-prima
e condi¢des de armazenamento ade-
quadas para produzir um produto se-
guro para o0 consumo.

O processo de ultrafiltragdo do
queijo minas é muito eficiente para a
reducdo da carga microbiana, mas ¢
importante garantir a higiene duran-
te a manipulagdo pds processamento
para evitar a recontaminagao do pro-
duto.
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