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RESUMO

O queijo Minas Frescal é um produto obtido a partir da coagulacao
enzimatica do leite pasteurizado. Diferentes procedimentos de fabricagdo tém sido
adotados pelas industrias de laticinios: o tradicional com adi¢do de cultura latica
(CL), a acidificacao direta (AD) e a ultrafiltracdo (UF). Estes queijos apresentam
pH e teor de umidade (>55 %) elevados, caracteristicas que favorecem o
desenvolvimento de bactérias patogénicas. A contaminacdo microbiana de
queijos, aliada a grande oferta e ao consumo deste produto, representa um sério
risco para a saude publica. Este trabalho avaliou a influéncia de diferentes
procedimentos de fabricacdo na qualidade microbiolégica de queijos tipo Minas
Frescal comercializados no varejo de Campinas. Foram analisadas 31 amostras
de queijo Minas Frescal, de cada tipo de processamento, para determinagédo de:
coliformes termotolerantes (45°C), estafilococos coagulase positiva, Salmonella e
Listeria monocytogenes; conforme a Resolu¢gdo — RDC n®12 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, de 2 de janeiro de 2001. As amostras também
foram submetidas as determinacbes fisico-quimicas de pH, acidez titulavel,
atividade de agua e umidade. Os resultados das analises microbiolégicas
demonstraram que o numero de amostras acima do Limite Maximo Estabelecido
pela Legislagdo - LMEL para coliformes termotolerantes (45° C) foi de 64,5 % para
o processamento AD, 29 % para o CL e 9,7 % para o UF. Quanto ao estafilococos
coagulase positiva, as amostras CL apresentaram maior percentagem de
resultados acima do LMEL (12,9 %) em relagdo as amostras AD (9,7 %). Foi
detectada Listeria spp em 7 amostras AD (22,6 %) e em 4 amostras CL (12,9 %),
sendo L. monocytogenes identificada em 3 amostras (42,9 %) do processamento
AD positivas para Listeria spp. Nao foi isolada Salmonella em nenhuma das
amostras analisadas e as amostras UF ndo apresentaram estafilococos coagulase
positiva e Listeria spp. O maior numero de amostras em desacordo com a
legislagao (71%) evidenciou a suscetibilidade do processamento AD em relagéo a
contaminacdo por patdégenos. A deficiéncia na qualidade microbiolégica dos
qgueijos Minas Frescal mostrou-se independente do porte da industria produtora.
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SUMMARY

The Minas Frescal cheese is a product obtained from the enzymatic
coagulation of the pasteurized milk. Different processes have been used by dairy
industry: the traditional with addition of latic culture (CL), direct acidification (AD)
and ultrafiltration (UF). This cheese presents high pH and moisture content
(>55 %), characteristics that allow the growth of pathogenic bacteria. The microbial
contamination of cheeses, togheter with the great offer and the consumption of
these cheeses, represent a serious risk for the public health. This work evaluated
the influence of different cheese making processes on the microbial quality of
Minas Frescal cheeses comercialized at Campinas market. Thirty one samples of
cheese from each process were analyzed for the determination of Fecal coliforms
(45° C), Coagulase-positive staphylococci, Salmonella and Listeria monocytogenes;
according to the Resolution — RDC - n®12 from Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA, January 2%, 2001. The samples were also submitted to
physical-chemical determinations of pH, titratable acidity, water activity and
moisture content. The microbial results showed that the number of samples above
the legal pattern - LMEL - for Fecal coliforms (45°C) was 64,5% for the AD
processing, 29% for CL and 9,7% for UF. For the Coagulase-positive
staphylococci, the CL samples presented larger percentage of positive results
(12,9%) compared to the AD samples (9,7%). Listeria spp was detected in 7 AD
samples (22,6 %) and 4 CL samples (12,9 %). L. monocytogenes was found in 3
(42,9%) of the positive AD samples for Listeria spp Salmonella was not isolated in
the analyzed samples. UF samples did not presented coagulase-positive
staphylococci or Listeria spp The larger number of AD samples in disagreement
with the legislation (71%) showed the susceptibility of this process to the
contamination by pathogens. The poor microbiological qualitity verified for the
Minas Frescal cheese was indepent of the size of the industry






1. INTRODUCAO

O queijo Minas Frescal é um dos produtos de laticinios mais importantes do
Brasil, sendo considerado o Unico queijo genuinamente nacional. Possui grande
aceitacdo no mercado interno e sua tecnologia de producgéo, por ser bastante
simples, atrai o interesse de industrias de pequeno, médio e grande porte.

A procura dos consumidores por produtos alimenticios de qualidade e a
necessidade das industrias de laticinios em obter maior produtividade e
lucratividade com seus produtos tém levado a utilizagdo de diferentes tecnologias
de processamento na fabricacdo de queijos.

Ao longo da evolucao do queijo Minas Frescal, tém surgido diversas
alternativas tecnoldgicas para o processamento deste queijo. Dentre estas, trés
alternativas ganharam importancia devido ao seu largo emprego na industria de
laticinios; séo elas: a tradicional, a de acidificacdo direta e a de ultrafiltracéo.

A mais antiga destas alternativas é a tradicional, onde o uso de fermento
latico fornece ao queijo a protecao promovida pelas bactérias laticas. Na procura
por um queijo que apresentasse menores alteragdes fisico-quimicas durante a sua
vida de prateleira e maior rendimento, foi desenvolvido o processamento de

acidificacao direta, com a substituicdo da cultura latica pelo &cido latico industrial.

Mais recentemente, a ultrafiliracdo pelo método criado por Maubois,
Mocquot e Vassal — MMV, baseada na tecnologia de membranas, trouxe maior
rendimento e higiene suplementar para o produto, devido ao processamento em
circuito fechado e a enformagem do queijo diretamente na embalagem de

comercializagao.

Os produtos derivados do leite, em especial os queijos, sao considerados
veiculos comuns de patégenos de origem alimentar, pois constituem um meio

apropriado para o desenvolvimento destes microrganismos. Os queijos frescos e
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macios, em particular, fornecem excelentes condicbes de crescimento para
patdgenos e tém sido implicados com freqiéncia em surtos alimentares, citados
pela literatura, em diversos paises (Rudolf e Scherer, 2001).

O queijo Minas Frescal, além de ser um queijo fresco com alto conteudo de
umidade, utiliza temperaturas de 32-35°C em seu processamento, nao é
submetido a cura e apresenta baixa percentagem de sal. Estas caracteristicas
geram condicdes ainda mais favoraveis para o desenvolvimento de patégenos.

As bactérias patogénicas envolvidas em surtos alimentares veiculados por
produtos lacteos em geral sdo a Salmonella, o S. aureus e a L. monocytogenes.
Devido ao risco representado por estes microrganismos e das doencas causadas
por eles através dos alimentos, a sua prevencao assume destacada relevancia
para a saude publica. A legislacao brasileira, através da Resolucdo RDC n®12 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, de 2 de janeiro de 2001
(Brasil, 2001), estabelece os padrées microbiolégicos para estes microrganismos

em queijos.

A contaminagdo de queijos por L. monocytogenes, em especial, tem
adquirido importancia crescente devido aos diversos surtos ocorridos, inclusive
com vitimas fatais. Este microrganismo apresenta capacidade de multiplicacdo em
temperaturas de refrigeracdo e, ao contrario dos outros microrganismos que
causam apenas problemas gastrointestinais, a listeriose leva a infeccbes mais

graves em individuos susceptiveis, constituindo uma ameaca a saude publica.

Apesar da importancia da ocorréncia de L. monocytogenes em produtos
lacteos, existem poucos estudos sobre a sua incidéncia em queijos produzidos no
Brasil, disponiveis na literatura. O mesmo ocorre quando o assunto abrange a
qualidade do Minas Frescal produzido através das trés alternativas tecnoldgicas

citadas.

No contexto apresentado, este trabalho tem como objetivo geral avaliar a
influéncia das diferentes formas de processamento na qualidade de queijos tipo
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Minas Frescal comercializados no varejo do municipio de Campinas — SP:
utilizacdo de cultura latica (tradicional), utilizacdo de &cido latico (acidificacao
direta) e ultrafiltracdo (método MMV). A qualidade dos queijos foi considerada sob

os aspectos de qualidade microbiolégica e caracteristicas fisico-quimicas.

A qualidade microbiologica dos queijos Minas Frescal foi avaliada para os
microrganismos: coliformes termotolerantes (45°C), estafilococos coagulase
positiva, Salmonella e Listeria monocytogenes; de acordo com o que estabelece a
legislagdo brasileira segundo a Resolugdo — RDC n?12 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, de 2 de janeiro de 2001.

As caracteristicas fisico-quimicas foram avaliadas através das
determinacdes de pH, acidez titulavel, atividade de agua e umidade dos queijos.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUEIJO MINAS FRESCAL

Conforme o préprio nome sugere, o queijo Minas Frescal surgiu nas serras
mineiras, na metade do século XVIII, onde o leite produzido pelos rebanhos
passou a ser utilizado nas fazendas para a fabricacdo de queijo, destinado a
alimentacao dos exploradores de ouro. Apreciado desde entdo, este alimento logo

passou a fazer parte da refei¢cdo dos brasileiros (Agridata, 2002).

Hoje, o Minas Frescal é definido como um produto fresco obtido do leite
pasteurizado, integral ou parcialmente desnatado, através de coagulacédo
enzimatica. Possui elevado teor de umidade, massa crua, ndao curado, sendo
levemente prensado ou ndo. Deve ser conservado sob refrigeracao e consumido
nos 15 primeiros dias apds a sua fabricacao (Peresi et al., 2001). Sua consisténcia
€ macia, de untura manteigosa com crosta mal formada, de cor esbranquicada e
sua textura apresenta poucas e pequenas olhaduras mecéanicas - cabeca de
alfinete - Portaria n® 352 do Ministério da Agricultura, de 04 de setembro de1997
(Brasil, 1997b).

A producdo de queijo Minas Frescal, dos tipos industrial e artesanal', no
Brasil se difundiu principalmente devido a simplicidade da tecnologia empregada
na sua fabricagdo, ndo necessitando de maturacdo. Estas caracteristicas
possibilitaram um retorno rapido do investimento aos produtores e,
consequentemente, custos menores para os consumidores (Oliveira, 1986;
Oliveira et al., 1998).

Sua producdo passou a ser computada a partir de 1979, quando
correspondia a 5,8 % (8.297 t) do total de queijos produzidos no Brasil (Van
Dender, 1995). Oito anos depois, em 1987, esta producdo havia mais do que

'o queijo Minas Frescal artesanal difere do industrializado por ser produzido a partir de leite cru,
sem adicédo de fermento ou acido latico e por nao sofrer inspecéo sanitaria de 6rgaos competentes.
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triplicado (26.609 t), alcancando o terceiro lugar na producdo nacional de queijos
(Furtado, 1991). J&4 em 1993, a producdo de Minas Frescal atingiu 30.248 t,
mantendo a colocagao anterior no ranking nacional (Datamark, 1993).

Um Levantamento feito por Oliveira et al. (1998) indicou que o Minas
Frescal representava cerca de 40 % da producgéo nacional de queijos, e que a sua
producdo estava concentrada em industrias de pequeno e médio porte, das
regibes Sul e Sudeste do Brasil. Apesar de diversos estados brasileiros
produzirem o Minas Frescal, o Estado de Minas Gerais € responsavel por 50 % da
producdo nacional deste queijo, sob inspecao federal, segundo dados da
Associagao Brasileira das Industrias de Queijo - ABIQ em 1998 (FAPEMIG, 2000).

2.2 TECNOLOGIAS UTILIZADAS NA PRODUCAO DE QUEIJO MINAS
FRESCAL

Partindo da producdo artesanal nas fazendas leiteiras, a tecnologia de
fabricacdo do queijo Minas Frescal tem evoluido continuamente, visando a
melhoria da qualidade deste produto. A fabricacdao com leite pasteurizado, o uso
de cloreto de calcio e o emprego de fermento latico, dentre outras providéncias,
contribuiram para aumentar a vida de prateleira dos queijos e garantir seguranca
alimentar para os consumidores (Wolfschoon-Pombo et al., 1978; Furtado et al.,
1980a). Os processamentos utilizados atualmente na fabricagdo do queijo Minas
Frescal pelas industrias de laticinios sdo relacionados na Figura 2.1.

A grande diversidade de processamentos utilizados na producdo do Minas
Frescal, os quais variam conforme a regido, o estado ou, mais especificamente, a
industria de laticinios, é refletida nas variacdes dos parametros fisico-quimicos
deste queijo (Oliveira et al., 1998)
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4 — Tradicional: adicao de cultura

o — Artesanal latica (CL)
Queijo Minas

Frescal < — Acidificacao Direta: adicao de acido
— Industrializado < latico (AD)

~ — Ultrafiltracao: método MMV (UF)

— Qutros.

N

Figura 2.1 — Processamentos utilizados na producéo de queijo Minas Frescal.

A literatura, de modo geral, cita uma composicdo variada para 0 queijo
Minas Frescal logo apés sua fabricacdo: 55-60 % de umidade, 1,4-1,6 % de sal
(NaCl), 17-19 % de gordura e pH de 5,0-5,3 para queijos fabricados com fermento
latico. No caso dos queijos fabricados com &acido latico, o pH varia entre 6,1-6,3 e
a umidade, de 60-63 % (Wolfschoon-Pombo et al., 1978, Furtado et al., 1980a;
Lourenco Neto, 1998).

2.2.1 Processamento com Cultura latica (Tradicional)

No método tradicional, o queijo tipo Minas Frescal € obtido por coagulagao
enzimatica do leite pasteurizado com coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada com a ag¢ao de bactérias acido laticas especificas.
Na Figura 2.2, pode-se observar o fluxograma de fabricacdo do queijo Minas
Frescal tradicional.

Segundo Fox et al. (2000), as bactérias acido laticas possuem grande
importancia na producao de queijos. Seu papel principal é a produgcdo de acido
latico, que por sua vez tem funcdo de melhorar a atividade do coagulante, auxiliar
na expulsdo do soro da coalhada, reduzindo entdo o conteldo de umidade dos
queijos, e promover a prevencdao do crescimento de bactérias indesejaveis

(deteriorantes e patogénicas). A producdo do &cido latico ocorre através da
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metabolizacdo do principal acucar do leite, a lactose, e é essencial para
preservacao do queijo (Ross et al., 2000).

Leite pasteurizado e padronizado
(3,5% de gordura)

Adicao de: fermento latico (0,5-1,5%)
Cloreto de calcio (25g/100 | de leite)
Coalho (20-30 ml/100 | de leite)

y

Coagulacao
(aproximadamente 40 minutos)

Corte da coalhada
(cubos de 1,0 a 1,5 cm de aresta)

y

Agitacao (1-5 minutos) € Repouso (5 minutos)
intercalados até o Ponto da Massa
(20-40 minutos)

Dessoragem
Enformagem e Viragens
Salga em salmoura
Embalagem
Estocagem refrigerada

Figura 2.2 — Fabricacdo de queijo Minas Frescal pelo método tradicional
(adaptado de Oliveira, 1986).
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A continua producéo de acido latico no queijo Minas Frescal tradicional, no
entanto, provoca alteracdes fisico-quimicas que acabam por reduzir a vida de
prateleira do queijo. O aumento de acidez diminui a retengdo de soro, formando
uma crosta amarelada e amolecendo a textura do queijo com o passar do tempo
(Furtado et al., 1980a).

2.2.2 Processamento de Acidificacdo Direta com Acido Latico

Semelhante ao processamento tradicional, o queijo tipo Minas Frescal é
obtido por coagulagdo enzimatica, porém a acidificacdo é promovida pelo uso
direto de acido latico no lugar de fermento latico. O fluxograma para este
processamento apresenta basicamente as mesmas etapas do processamento
tradicional (Figura 2.2), diferindo apenas na adicao de ingredientes.

Estudos realizados por Wolfschoon-Pombo et al. (1978) visando a
substituicdo do fermento latico mesofilico homofermentativo, a base de
Lactococcus lactis ssp lactis e Lactococcus latis ssp cremoris, pelo uso de acido
latico industrial, resultaram em melhorias na durabilidade e no rendimento do

queijo.

Comparando os processamentos tradicional e por acidificacdo direta,
Furtado et al. (1980b) apontaram o segundo como mais vantajoso, pois 0O
rendimento obtido foi maior, a firmeza foi mantida por maior tempo, o sabor
manteve-se menos acido e a retencdo de umidade foi considerada excelente
(61,10 %). Da mesma forma, Campos et al. (1971) e Van Dender e Moreno (1992)
obtiveram aumento da umidade e reducgao de acidez do queijo.

O aumento no teor de umidade do queijo é responsavel pelo aumento de
rendimento quando se utiliza acido latico, ja que uma coalhada menos acida retém
mais facilmente o soro. A acidificacao favorece a drenagem do soro aumentando a
permeabilidade do gel como conseqiéncia da desmineralizacao da coalhada. O
queijo Minas Frescal fabricado com o uso de acidificacdo direta apresenta ainda
menores alteracdes na estocagem que os queijos fabricados tradicionalmente com
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o fermento latico (Furtado et al, 1980a; Van Dender e Moreno, 1992). Em
contrapartida as vantagens apresentadas pelo método, Dornellas (1997) e Naldini
(2002) constataram que o produto obtido com a acidificacdo direta foi mais
susceptivel as contaminagdes microbianas, devido ao pH final mais elevado e as
bactérias acido laticas ndao estarem presentes para competir com outros

microrganismos.

2.2.3 Processamento por Ultrafiltracao

A ultrafiltracdo € a tecnologia de membranas mais difundida e utilizada,
fornecendo uma nova forma de concentrar solutos de alto peso molecular
presentes em solucdo sem aplicacdo de calor e sem o uso de condi¢des quimicas
ou fisicas severas. Para as proteinas, isto significa concentracdo sem qualquer
modificacao importante de sua estrutura e funcionalidade. Na industria lactea, a
ultrafiltracdo se implantou no inicio da década de 70, sendo que a maioria das
pesquisas e estudos publicados sobre este assunto tém se dirigido para esta area
(Viotto, 1993). Em laticinios, sua maior aplicagdo ocorre no fracionamento de soro
para a producdo de concentrados protéicos de soro e na fabricacdo de uma
enorme variedade de queijos por grandes industrias de muitos paises (Maubois,
1991; Viotto, 1993).

Na ultrafiltracdo do leite, a membrana retém 100 % da gordura, 94-100 %
de componentes protéicos, vitamina B12 e acido félico. A dgua e componentes
soluveis como a lactose, sais e algumas vitaminas hidrossolUveis atravessam a
membrana ultrafiltrante, sendo concentrados apenas parcialmente de acordo com
a retencao de umidade (Maubois e Mocquot, 1975; Beaton, 1979; Green et al.,
1984). A porgcao protéica é formada pela retengdo da lactoalbumina e
lactoglobulina junto a caseina, o que contribui significativamente para o
rendimento do queijo (Kosikowski, 1986; El Gazzar e Marth, 1991).

O queijo Minas Frescal produzido por ultrafiltracao utiliza o método proposto

por Maubois, Mocquot e Vassal, denominado MMV. Este método tem como
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principal caracteristica o uso direto do retentado? obtido na ultrafiltragdo do leite
para producao de queijos. Neste processo, o dessoramento do coagulo, dificil de
ser controlado no processo tradicional, passa a ser feito no préprio leite antes da
coagulacao, reduzindo assim as perdas e a quantidade de ingredientes a serem
adicionados (Maubois & Mocquot, 1975). O fluxograma da fabricacdao do queijo
Minas Frescal pelo processo de ultrafiltracdo MMV pode ser observado na

Figura 2.3.

Leite pasteurizado e padronizado

y

Ultrafiltracao

’

Retentado final
(fc entre 3,8-5,0)

v

Resfriamento (32°C)

’

Adicao de fermento latico
ou acido latico ao pré queijo

’

Adicao de NaCl e coalho (20 ml/100kg)

y

Agitacao vigorosa (1 min.)

Embalagem

v

Coagulacao (1h/22°C) e
Endurecimento (16-18 h/5°C)

Figura 2.3 — Fabricacdo de queijo Minas Frescal através de ultrafiltragado - MMV
(adaptado de Vieira et al., 1984 e Kosikowski, 1986).

2 Concentrado de proteina e gordura pela redugao do volume aquoso do leite.
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O retentado pode ser concentrado a um fator de concentracao préximo de
4, possibilitando a utilizacdo de 1/5 da quantidade de coalho necessario no
processamento tradicional (Kosikowski 1986). Van Dender (1995) conseguiu,
através da ultrafiltracdo pelo método MMV, um rendimento médio de 11,85 %, a
partir de uma quantidade fixa de leite, além de uma economia de

aproximadamente 85 % de coalho e 81 % de fermento latico.

O produto tem tido boa aceitacdo no mercado, porém é considerado bem
diferente do produto tradicional, principalmente com relacdo ao sabor e a
consisténcia (Vieira et al.,1984). No Brasil sdo fabricadas atualmente duas
variedades comerciais de queijo Minas Frescal pelo método MMV, uma integral e
outra light em relacdo ao teor de gordura (Van Dender, 1995). As industrias, na
tentativa de tornar o produto mais atraente, ja estdo também adicionando corantes
e esséncias que imitam outros queijos, como o Cheddar.

Vieira et al. (1984), ao prepararem queijos Minas Frescal diretamente na
embalagem utilizando o processo de ultrafiltracdo, mostraram que além das
vantagens econdmicas obtidas devido ao alto rendimento, a enformagem do
queijo diretamente na embalagem de comercializagdo garante higiene
suplementar, eliminando os riscos de contaminacado associados a manipulagéao e
aumentando a vida util do produto em relacdo aos queijos Minas Frescal
produzidos por outros métodos. Por outro lado, havendo contaminacdo da
matéria-prima ou problemas na pasteurizacéo do leite, os microrganismos também

serao concentrados.

Beaton (1979), Renner e Abd El-Salam (1991) afirmaram que o grau de
contaminacao do retentado € determinado principalmente pela qualidade da
matéria-prima, pelo fator de concentracao, pela temperatura do processo, pelo
tempo de residéncia e pelas condi¢gdes higiénicas dos equipamentos de

ultrafiltracéo.
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O uso de temperaturas entre 50-60° C resulta em fluxos mais elevados de
permeado®, o que reduz o tempo de residéncia no equipamento e evita o
crescimento de microrganismos mesofilos durante o processamento (Beaton,
1979).

2.2.3.a) Higienizacao da membrana ultrafiltrante

Durante a operagdo de ultrafiltracdo, um filme composto de gordura,
proteina, células bacterianas e matéria inorganica, é formado. Para a remocéao
deste filme, o sistema de membranas € submetido ao procedimento Cleaning in
Place — CIP — a alta velocidade e dura em média 1-2 horas (Beaton, 1979).

Uma limpeza eficiente, primeiramente elimina os residuos do produto,
pouco aderidos, com bastante dgua e em seguida, detergentes alcalinos a base
de hidréxido de sédio (0,1 — 0,5 %) sao aplicados para a remocao de residuos
organicos como proteinas e gorduras. Os acidos nitrico e fosférico séo utilizados
para a remog¢ao de compostos minerais que se precipitam dentro dos poros da
membrana, como os sais de calcio. Os compostos de cloro (100 — 200 mg/l) séo
utilizados como sanitizantes e agentes de dilatacdo dos poros da membrana,
promovendo arraste do material alojado dentro dos poros. Proteases, lipases ou
detergentes enzimaticos sao utilizados muitas vezes para suplementar ou

substituir os detergentes alcalinos (Beaton, 1979; Giesi, 1991).

De modo geral, € conveniente que a higienizacao do equipamento seja feita
imediatamente antes e logo apds o processo de ultrafiltracao a fim de restabelecer
o fluxo inicial e garantir a qualidade bacteriolégica da membrana (Beaton, 1979).
No caso de operacado continua durante todo o dia, uma higienizacéo periddica da
membrana deve ser feita a cada 6-18 h, dependendo da producédo, da

concentracao e da temperatura de trabalho (Beaton, 1979).

® Material que passa pela membrana ultrafiltrante.
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2.3 QUEIJO MINAS FRESCAL, LEGISLACAO BRASILEIRA E SAUDE
PUBLICA

A grande oferta e 0 consumo de queijos dos mais variados tipos, aliada a
ocorréncia comum de bactérias patogénicas como Staphylococcus aureus, Listeria
spp e Salmonella spp, em derivados lacteos, fizeram com que a contaminagao

microbiana de queijos assumisse uma relevancia destacada para a saude publica.

Neste cenario, a contaminacdo dos queijos Minas Frescal assume
importancia destacada, sendo considerada pela Vigilancia Sanitaria um problema
emergente que exige maior atengao por parte dos érgaos oficiais, principalmente
no que concerne ao controle higiénico-sanitario do produto (Pinto et al., 1996)

No Brasil, a legislagédo especifica vem sendo atualizada ao longo dos anos.
A ultima alteragdo ocorreu com a aprovacao da Resolucdo — RDC n®.12, de 2 de
janeiro de 2001, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (Brasil,
2001), em substituicdo a Portaria SVS/MS 451, de 19 de setembro de 1997
(Brasil, 1997a). Os limites estabelecidos pela legislacdo anterior para coliformes
termotolerantes (45° C) e estafilococos coagulase positiva, m=10 e M=102, em
queijo de muito alta umidade (55 %) com bactérias laticas em forma viavel e
abundantes, incluindo o Minas Frescal, foram modificados para m=10°, M=5x10°

para coliformes a 45°C e m=10%, M=10° para estafilococos coagulase positiva.

A Resolucdo — RDC n°12 (Brasil, 2001) prevé ainda uma menor tolerancia
para coliformes termotolerantes a 45°C (m=5x10 e M=5x10?) e para estafilococos
coagulase positiva (m=10? e M=5x10?), em queijos fabricados somente com &cido

latico, pois estes ndo possuem a protecao conferida pelo uso do fermento latico.

Silva e Castro (1995) avaliaram um surto provocado por queijo Minas,
ocorrido na cidade de Contagem — MG, onde 14 das 15 pessoas expostas ao
produto contaminado (93,3%) adoeceram. A analise do queijo fabricado
artesanalmente a partir de leite cru revelou a presenca de Salmonella do grupo D,
S. aureus (10° UFC/g) e coliformes fecais em nimero superior a 1,1x10° NMP/g.
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Diante das pesquisas realizadas e do periodo de incubacao apresentado pelas
pessoas expostas, foi concluida a ocorréncia de infecgao por Salmonella do grupo

D associada a intoxicacao estafilococica.

Dias et al. (1995) analisaram 21 surtos provocados principalmente por
queijo Minas Frescal, ocorridos em diferentes cidades mineiras entre os anos de
1992 e 1994, e notificados ao Servico de Vigilancia Sanitaria. Das 239 pessoas
expostas ao alimento, 218 (91,3 %) apresentaram sintomatologia caracteristica de
intoxicacao estafilocécica e 49 (20,5 %) foram hospitalizadas. Do total de surtos
notificados, 13 (61,90 %) apresentaram coliformes fecais com contagens entre 10°
e 10° NMP/g e 18 (85,7 %) revelaram a presenca S. aureus entre 10° e10° UFC/g
do produto.

2.4 CARACTERIZACAO DOS PATOGENOS AVALIADOS NESTE TRABALHO

2.4.1 Coliformes Fecais (termotolerantes a 45° C)

Os coliformes fecais sdo membros da familia Enterobacteriaceae e incluem
0s bastonetes curtos aerdbios e anaerdbios facultativos, Gram-negativos, catalase
positiva e oxidase negativa que fermentam lactose a 45° C. O grupo dos coliformes
fecais € composto principalmente pela Escherichia coli, mas algumas espécies de
Enterobacter e Klebsiella podem produzir 4cido e gas a partir da lactose e outros
carboidratos sem produzir H>S (ICMSF, 1998; Holt et al., 2000).

Estes microrganismos fazem parte da flora normal do intestino de animais
de sangue quente e, portanto, a sua presenga nos alimentos constitui um
indicador de contaminacado fecal (Peresi et al, 2001). A E. coli produz
enterotoxinas e/ ou outros fatores de viruléncia, incluindo fatores invasivos e de

colonizagao que causam doencgas diarreicas.

O grupo dos coliformes fecais ainda é encontrado na agua, no solo, nas

plantas e nos alimentos, principalmente nos produtos de origem animal e nos
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manipulados por pessoas. Uma vez que suas células sdo sensiveis a altas
temperaturas, sua presenga em produtos pasteurizados, como o leite, ou cozidos
representa contaminacdo apods o tratamento térmico. A sobrevivéncia destes
microrganismos em baixas temperaturas depende da espécie e do substrato
(ICMSF, 1998).

A contaminagcdo por coliformes fecais pode ser originada de uma
sanitizagdo imprépria das superficies e equipamentos de uma planta de
processamento. Neste caso, sua presenca reflete a qualidade da sanitizacédo e
nao a poluicao direta do produto (Banwart, 1989).

Os coliformes sao responsaveis pelo desenvolvimento de estufamento
precoce em queijos, caracterizado pela producao de gas H. em 1 a 2 dias apés a
sua fabricacdo. Estes microrganismos podem ser inibidos pelo aumento na
concentracao de sal, dentre outros fatores (Fox et al., 2000). De acordo com 0s
resultados de Gabutti et al. (2000), os coliformes fecais sdo 0s microrganismos

mais sensiveis ao sal.

2.4.2 Estafilococos Coagulase Positiva

As bactérias do género Staphylococcus se apresentam na forma de células
esféricas, de 0,5 a 1,5 um de diametro que aparecem em pares, cadeias curtas ou
em cadeias irregulares na forma de cacho de uva. Estes microrganismos séo
Gram-positivos, anaerdbicos facultativos com maior crescimento em condicoes
aerdbicas, catalase positiva e oxidase negativa, e ndo possuem motilidade.
Geralmente crescem em 10 % de sal a 37°C e sao 0s Unicos microrganismos a
crescerem em valores de atividade de agua inferiores aos considerados como
minimos para bactérias nao halofilicas (FDA, 1998; Holt et al., 2000).

A espécie mais importante deste género, ligada aos alimentos, € a S.
aureus, distinguida das demais espécies através dos testes de coagulase
(coagulacdo do plasma sangliineo) e termonuclease (estabilidade térmica da
nuclease). Nenhum destes testes, entretanto, é absolutamente especifico para o
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S. aureus. O S. hyicus é freqlentemente coagulase positiva e pode ser facilmente
confundido com o primeiro, no isolamento. A diferenciagdo entre ambos é
realizada através de testes bioquimicos adicionais (ICMSF, 1998).

O S. aureus é muito resistente a temperaturas de congelamento,
sobrevivendo em alimentos estocados até —20° C. Ele n&o resiste a temperaturas
de pasteurizacdo, porém é capaz de produzir toxinas altamente estaveis ao
aquecimento (ICMSF, 1998). Tucan e Martin (1990) constataram que o efeito
protetor do sal sobre S. aureus era maior a temperaturas mais baixas.

A ingestdo de alimento contaminado com menos de 1,0 ug de toxina pode
produzir sintomas de intoxicacdo estafilocécica. Esta quantidade de toxina é
produzida pelo S. aureus em um meio com atividade de agua igual ou superior a
0,86 e excede uma populacdo de 10° UFC/g (FDA, 1998).

Os sintomas iniciais de uma intoxicacdo estafilocécica sao rapidos (2-4 h
apds ingestdo do alimento) e agudos na maioria dos casos. Eles dependem da
suscetibilidade individual a toxina, das quantidades de alimento consumido e de
toxina ingerida com o alimento, e do estado de saude da vitima. Os sintomas mais
comuns sao nauseas, vomitos, dores abdominais e prostracao, freqlientemente
seguidos de diarréia. Nos casos mais severos, dores de cabeca, calafrios e queda
de pressao arterial podem ser observados, sendo rara a ocorréncia de febre. A
recuperacao € rapida, geralmente dentro de dois dias (ICMSF, 1998).

A primeira associacdo do estafilococos com intoxicagdo alimentar foi feita
por Vaughan e Sternbergem que, em 1884, descreveram um surto causado pela
ingestdo de queijo contaminado, em Michigan (ICMSF, 1998). Além do leite e seus
derivados, outros produtos como carnes, frangos, ovos e saladas contendo ovos,
produtos de confeitaria e alimentos que sofrem consideravel manuseio durante
sua preparagdo, mantidos em temperatura ambiente, estdo freqlentemente

envolvidos em intoxicacdes estafilococicas. (FDA, 1998).

A distribuicdo do S. aureus é ubiqua, sendo o microrganismo encontrado no

ar, poeira, agua e superficies de ambientes e equipamentos. Os humanos
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(cavidade nasal, cavidade orofaringeana, cabelo, pele e ferimentos) e os animais
(principalmente o rebanho mastitico) constituem os reservatérios primarios deste
agente patogénico, motivo pelo qual os manipuladores de alimentos sédo a
principal fonte de contaminacéao alimentar (ICMSF, 1998).

2.4.3 Salmonella spp

O género Salmonella, também pertencente a familia Enterobactereaceae, é
extremamente heterogéneo, compreendendo quase 2000 sorotipos, dos quais
somente poucos sdo patogénicos ao homem. Ele € composto por bactérias Gram-
negativas, com forma de bastonete curto, geralmente moveis, intracelulares
facultativas, anaerdbias facultativas, nao esporuladas, que fermentam glicose,
mas nao lactose e sacarose, geralmente produzindo &cido, gas e H.S. Sao
oxidase negativa, catalase e lisina descaboxilase positivas, sendo que nao
hidrolisam a uréia. A temperatura considerada étima para o crescimento destes
microrganismos € de 37° C(FDA, 1998; Holt et al., 2000; Kaufmann et al., 2001).

Esta bactéria € comumente encontrada no trato intestinal de animais,
especialmente em aves e suinos. As fontes ambientais deste microrganismo
incluem a agua, o solo, os insetos, as superficies de cozinhas e industrias, as
fezes animais e as carnes, aves e frutos do mar crus. Outros alimentos associados
a Salmonella sdo ovos, leite e seus derivados, coco, molhos, saladas, misturas
para bolo, sobremesas recheadas com creme, gelatina em pd, manteiga de
amendoim e chocolate (FDA, 1998; Holt et al., 2000).

Com relacao a patogenicidade em humanos, as espécies de Salmonella
sdo divididas, de acordo com Kaufmann et al. (2001) em: causadoras de
septicemia e produtoras da febre tiféide (S. typhi e espécies correlatas),
causadoras de gastroenterites (a maioria das espécies de Salmonella, como S.
typhimurium, S. enteritidis) e causadoras de uma doenga invasiva (S.

choleraesuis).
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O mecanismo de patogenicidade se desenvolve pela penetracdo e
passagem da Salmonella do limem intestinal para dentro do epitélio que reveste a
parede intestinal, onde ocorre inflamacao. O tempo de incubacao é de 6-48 horas,
seguido pelo inicio dos sintomas agudos, como nausea, vomito, caibra abdominal,
diarréia, febre e dor de cabeca. Algumas consequiéncias crénicas, como sintomas
de artrite, podem persistir por 3-4 semanas apds o inicio dos sintomas agudos
(ICMSF, 1998).

A dose infectiva pode ser de poucas células (15-20), dependendo da idade,
saude do hospedeiro e da espécie envolvida. Todas as pessoas sao suscetiveis a
infeccdo causada por Salmonella, porém os sintomas podem ser mais severos em

criangas, idosos e imunodeprimidos (Kaufmann et al., 2001).

Embora a andlise microbioldégica de queijos industrializados raramente
resulte no isolamento de Salmonella, este microrganismo pode crescer durante a

fabricacao e sobreviver em varios queijos por mais que 60 dias (ICMSF, 2000).

2.4.4 Listeria monocytogenes

O género Listeria € constituido por bactérias em forma de bastonetes Gram
positivos, ndo produtores de esporos ou de cépsulas (Seelinger e Jones, 1986;
Holt et al., 2000). Estes microrganismos sao anaerdbios facultativos, catalase
positivo, oxidase negativo, ndo produtores de gas, méveis a 25°C e imdveis a
35°C (Farber e Peterkin, 1991). Nao hidrolizam uréia, gelatina e caseina, mas
hidrolizam a esculina e o hipurato de sédio (Seelinger e Jones, 1986). Proliferam a
uma faixa de temperatura de —0,4 a 50°C (Farber e Peterkin, 1991) com
crescimento 6timo entre 30-37°C (Seelinger e Jones, 1986), em uma faixa de pH
variando de 5,5-9,8 (Brakcett, 1988) e toleram altas concentracdes de cloreto de
sodio (Farber e Peterkin, 1991).

O género Listeria estd dividido em sete espécies: L. monocytogenes, L.

innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi (L. murrayi), L. ivanovii subsp. ivanovii
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e L. ivanovii subsp londoniensis. A classificagao antiga incluia L. denitrificans, que
foi reclassificada como Jonesia denitrificans, considerava L. grayi e L. murrayi
como espécies distintas e ndo subdividia a L. ivanovii. A L. innocua e a L. grayi
sdo consideradas nao patogénicas, enquanto L. seeligeri, L. ivanovii e L.
welshimeri raramente causam infeccées em humanos (ICMSF, 1998). Segundo
Almeida et al. (1999), a L. monocytogenes € patogénica para 0 homem e para

diversos animais, enquanto que a L ivanovii € patogénica apenas para os animais.

A Listeria monocytogenes € comumente encontrada no ambiente, na
superficie de solos, em vegetais apodrecidos, detritos, insetos, fertilizantes,
silagem, nas fezes de ruminantes e do homem, em efluentes de abatedouros, na
superficie das aguas, inclusive rios (Brackett, 1988; ICMSF, 1998; Ryser e Marth,
1999).

Embora a L. monocytogenes tenha sido ocasionalmente encontrada em
alimentos no passado, ela ja foi determinada como patégeno causador de surtos
alimentares. A primeira evidéncia de transmissdo de Listeria por alimento foi
descrita por Schlech et al. (1983) que relatou um surto de listeriose associado ao
consumo de salada de repolho cru no Canada, em 1981. O repolho havia sido
contaminado com o uso de adubo a base de esterco de ovinos, infectado por L.

monocytogenes.

Listerioses tém sido ligadas ao consumo de frutas e vegetais, frutos do mar
(Baek et al., 2000), produtos carneos, frango (Kabuki, 1997), produtos lacteos
(Brackett, 1988; Farber et al, 1989, Destro et al., 1991; McLauchlin, 1996;
Saltijeral et al, 1999; Rudolf e Scherer 2001), alimentos refrigerados,
particularmente os derivados do leite e sobremesas (Farber e Peterkin, 1991),
alimentos frescos e processados prontos para consumo (Loguercio et al., 2001).

Este microrganismo sobrevive oito semanas em 20% de NaCl a 4°C, devido
as suas caracteristicas osmotolerante e criotolerante, constituindo uma ameaca a
saude publica e as industrias alimenticias, onde a salga e a refrigeragdo sao
comumente empregadas na preservacao de alimentos (Baek et al., 2000). Linton
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et al. (1996) observou a diminuicao da influéncia do sal na resisténcia térmica de
L. monocytogenes com o aumento da temperatura de 56 a 62°C e 50 a 60°C.
Passos (2000) verificou que a adicdo de 1,5 % de sal a carne aumentou a
resisténcia térmica da L. monocytogenes 1,7 vezes a 55°C e 1,5 vezes a 60° C. Da
mesma forma, Passos e Kuaye (2002) verificaram que a adicao de 1,5 % de sal

em hamburguer protegeu a célula bacteriana contra a destruicao térmica.

Sob condicbes normais, qualquer pessoa pode ser infectada por L.
monocytogenes, contudo, a maioria dos individuos sdo assintomaticos. A parcela
da populacdo infectada que desenvolvera doenca e sofrerd risco de vida é
constituida por mulheres gravidas, neonatos, bebés, idosos e individuos
imunodeprimidos, como aidéticos, pacientes com leucemia ou outra neoplasia que
requeira quimio ou radioterapia, pacientes submetidos a tratamentos prolongados
a base de corticoides ou drogas citotéxicas e individuos transplantados ou que
necessitem de hemodialise. Estes individuos poderdo desenvolver septicemia,
encefalite, meningite, aborto espontaneo e morte (Rocourt, 1996; Ireton e Cossart,
1997; Almeida et al., 1999; Saltijeral et al., 1999); ocasionalmente podem ocorrer
também endocardite, peritonite e hepatite (Baek et al., 2000).

MacLauchlin (1996) citou casos de listeriose ocorridos no Reino Unido e em
diversos outros lugares do mundo. Em alguns destes casos, veterinarios foram
contaminados por contato direto com animais infectados e sofreram lesdes
cutdneas caracterizadas pela formagdo de granulomas e necrose local, ou por
supuracao no tecido infectado. Em outros casos, o microrganismo foi transmitido

por alimentos, dentre 0s quais se encontravam queijos.

A dose necessadria para que uma infeccdo causada por L. monocytogenes
se manifeste ainda permanece obscura. Esta dose varia de individuo para
individuo (Farber e Peterkin, 1991).

Apés a ingestao do alimento contaminado, a L. monocytogenes é capaz de
cruzar a barreira intestinal, multiplicar-se e difundir-se para outros 6rgaos, tais
como o figado e baco, onde forma granulomas (Ireton e Cossart, 1997).
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2.5 OCORRENCIA DE PATOGENOS EM LEITE E SEUS DERIVADOS

Os produtos lacteos tém merecido destaque como veiculo de transmissao
de doencas alimentares comumente relacionadas a surtos. Contaminagbes por S.
aureus, Salmonella spp e L. monocytogenes sao encontradas nos leites cru e

pasteurizado, e nos seus produtos derivados (De Buyser et al., 2001).

Nos Estados Unidos, em 1985, ocorreu o maior surto de salmonelose ja
notificado. Este surto envolveu 16.000 casos confirmados em seis estados,
decorrentes da ingestao de leite integral e desnatado de uma industria de laticinios
de Chicago. Modificagdes no pasteurizador para acelerar a passagem do leite cru
resultaram em uma pasteurizagcao inadequada (FDA, 1998).

Na Franca, foram relatados 69 surtos ocasionados por leite e seus
derivados. O total de 48 % destes surtos foram veiculados por alimentos
produzidos a partir de leite cru e, em 51 % dos casos, o tipo de leite ndo foi
especificado. O S. aureus foi 0 agente etiolégico mais freqliente associado com
estes surtos, seguido pela Salmonella (De Buyser et al., 2001).

Na Finlandia, Maijala et al. (2001) relataram um surto de listeriose
relacionado ao consumo de manteiga contaminada que acometeu pacientes de 10
hospitais, a maioria dos casos ocorreram em pacientes do Hospital Central da
Universidade de Helsinque.

No Brasil, Feniman et al. (2002) avaliaram 15 amostras de leite
pasteurizado tipo “C”, de trés marcas diferentes, comercializadas no municipio de
Medianeira — PR. Apenas uma amostra apresentou niveis de coliformes
termotolerantes a 45° C acima do limite estabelecido pela Resolugdo — RDC n®12
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, de 2 de janeiro de 2001
(Brasil, 2001). Nesta amostra também foi detectado a presenca de Salmonella.

Raimundo et al. (2002) analisaram 4 amostras de ricotas comercializadas
no municipio de Alfenas — MG e verificaram que 3 destas amostras estavam em

desacordo com a Resolugdo — RDC n®12 da Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitaria — ANVISA, de 2 de janeiro de 2001, quanto a coliformes totais e fecais
(Brasil, 2001).

Lovett et al. (1987) encontraram uma incidéncia de L. monocytogenes em
leite cru na faixa de 0-7 %. Fernandez-Garayzabal et al. (1986) encontraram mais
de 21 % das amostras de leite pasteurizado de uma industria de laticinios de
Madri contaminadas por L. monocytogenes. Vazquez-Salinas et al. (2001)
encontraram em um total de 1300 amostras de leite cru (México), 23 % de
amostras positivas para Listeria spp, sendo 13 % de L. monocytogenes.

Catao e Ceballos (2001) avaliaram a presenca de Listeria spp, coliformes
fecais e E. coli em leite cru e pasteurizado de uma industria de laticinios, em
Campina Grande — PB. Foi observado que 33 (73,3 %) das amostras de leite cru e
9 (30 %) das de leite pasteurizado estavam contaminadas com Listeria spp, sendo
identificadas L. monocytogenes em 17 (51,5 %) amostras de leite cru e em
9 (100 %) de leite beneficiado (4 recém-pasteurizadas e 5 ensacadas). Todas as
amostras de leite pasteurizado, analisadas no 1° periodo do estudo, estiveram fora

dos padrdes microbiologicos estabelecidos pela legislacdo para coliformes fecais.

A principal razdo para contaminacdo do leite cru pode ser a alimentacao
dos animais com silagem contaminada (Kozak et al., 1996). Ja a presenca de
Listeria spp e outros patégenos de baixa resisténcia térmica, em leite pasteurizado
€ decorrente de uma pasteurizacdo inadequada ou contaminagdo poés-
processamento (Baek et al., 2000; Loguercio et al., 2001). A ocorréncia de Listeria
monocytogenes em leite cru tém sido relatada em diferentes paises, conforme

observado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Incidéncia de Listeria monocytogenes em amostras de leite cru em
varios paises

N°de amostras positivas (%)

Localizacdo N° de mostras Listeria Outras Referéncia
monocytogenes
Alemanha 635 2 (0,3) ND? *
Brasil 220 21 (9,5) ND Moura et al.
(1993)
Canada 315 17 (5,4) 27 (8,5) *
Coréia 45 2 (4,4) ND Baek et al.
(2000)
Escécia 560 14 (2,5) 8 (1,5) *
Franca 1409 85 (6,0) ND *
Franca 337 14 (4,2) 5(1,5) *
Gra Bretanha 350 13 (3,7) ND *
Holanda 137 6 (4,4) ND *
Hungria 50 2 (4,0) ND *
Irlanda 50 4 (8,0) ND *
Marrocos 30 3 (10,0) ND Marrakchi et al.
(1993)
Nova Zelandia 71 0 18 (25,4) *
Estados Unidos
Califérnia 200 14 (7,0) 19 (9,5) *
MA/Vermont 939 15 (1,6) ND *
Nebrasca 200 8 (4,0) 10 (5,0) *
Ohio/Kentucky 350 13 (3,7) 36 (10,3) *
Pensilvania 511 79 (3,1) ND *
Vermont 450 17 (3,8) 26 (5,8)  About-Eleinin et
al. (2000)

%~ Nado Determinada.
* Kozak et al. (1996).
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2.6 OCORRENCIA DE PATOGENOS EM QUEIJOS

De Buyser et al. (2001) ao escrever uma revisdo sobre a implicagéo do leite
e seus derivados em doencas transmitidas por alimentos na Franca e em
diferentes paises industrializados, considerou a Salmonella spp, o S. aureus, a L.
monocytogenes e a E. coli como as quatro bactérias mais perigosas para
seguranca alimentar em queijos. Na Tabela 2.2, sdo observados o0s casos de
doencas transmitidas por alimentos provocadas por estes patdégenos em varios
paises, envolvendo queijos produzidos a partir de leite cru, pasteurizado e nao

especificado.

Tabela 2.2 — Ocorréncias de contaminagao em humanos transmitida por queijos e

seus respectivos patdgenos causadores.

N° de . - . . . .

Ano casos Tipo de queijo (Pais) Tipo de leite Patégeno

1984 27 Artesanal de leite de Cry S. aureus
ovelha (Escécia)

1988 155 Stilton (Inglaterra) Pl S. aureus

1994 7 NE (Brasil) NE S. aureus

1981 >100 Mozzarella (Itélia) NE Salmonella

1984 >1700 Cheddar Pl Salmonella

1989 42 macio (Inglaterra) Pl Salmonella

1995 25 Mont d’ Or (Franca) Cru Salmonella

1985 142  macio estilo Mexicano pgasteurizado L- monocytogenes
(EUA)

1989 2 Camembert NE L. monocytogenes
(Luxemburgo)

1997 14 Pont-L’évequé Cru L. monocytogenes
(Franca)

1983 69 Brie (Holanda) Pasteurizado E. coli

1994 22 Artesanal (Escdécia) Cru E. coli

Pl — Pasteurizagdo Inadequada Fonte: Modificada de De Buyser et al. (2001)

NE — N&o Especificado

No Brasil, Mandil et al. (1982) constataram que 67 % das amostras de
queijos Minas Frescal do municipio de Belo Horizonte — MG, estavam

contaminadas com S. aureus em niveis variando entre 10 a 10® UFC/g. Sabioni e
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Maia (1998) constataram contagens elevadas de S. aureus (> 10® UFC/g) em
70 % das amostras analisadas de queijo Minas Frescal de fabricacdo artesanal.
Hoffmann et al. (2002) verificaram que 100 % e 80 % das 10 amostras do mesmo
queijo, vendido em feiras livres na regido de S&o José do Rio Preto — SP,
apresentavam contagem de S. aureus acima de 10* UFC/g e Salmonella,

respectivamente. Estas amostras estavam também contaminadas por E. col.

Peresi et al. (2001) analisaram 30 amostras de queijo minas Frescal
artesanal comercializadas em feiras livres de Sao José do Rio Preto e 30
amostras industrializadas, coletadas em supermercados. Os resultados
microbioldgicos revelaram 23,3 % das amostras industrializadas e 76,6 % das
amostras artesanais em desacordo com os padrdes previstos na legislacao. Foi
observado em 43 % das amostras artesanais um numero elevado (>2,4x10%/g) de
coliformes fecais. O estafilococos coagulase positiva foi encontrado em 60 % das
amostras artesanais e em apenas uma amostra industrial (3,3 %). Em 53 % das
amostras artesanais, verificou-se a presenca de S. aureus numa faixa de 1,0x10*

a 3,0x10% UFC/g. Em 6,7 % das amostras artesanais detectou-se Salmonella.

Almeida Filho et al. (2002) determinaram o perfil microbiolégico de 30
amostras de queijo Minas Frescal, 15 de producao artesanal e 15 inspecionadas.
Do total de amostras analisadas, 4 (13,3 %) estavam acima do limite maximo para
coliformes fecais exigido pela Portaria n°® 01 da Divisdo Nacional de Vigilancia
Sanitaria de Alimentos — DINAL, de 28 de janeiro de 1987 (Brasil, 1987).

O Programa de Andlise fiscal — Programa Paulista 2002 — instituido pelo
Centro de Vigilancia Sanitaria em conjunto com o Instituto Adolfo Lutz, analisou
123 amostras de queijo Minas Frescal, das quais, 35 (28,5 %) nao estavam em
conformidade com os padrées microbiolégicos para coliformes totais, coliformes
fecais e S. aureus. Conforme este programa, o queijo Minas Frescal foi inserido na
categoria de produtos que apresentam maiores riscos de causarem doencas
transmitidas por alimentos (Sao Paulo, 2003).
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Estudando a qualidade microbiolégica do queijo de coalho comercializado
na Paraiba a temperatura ambiente ou sob refrigeracéo, Leite Jr. et al. (2000)
encontraram 9,7 % das 31 amostras suspeitas para S. aureus com resultado
positivo para coagulase. Coliformes totais e fecais tiveram valores médios
superiores a 10° NMP/g. Florentino e Martins (1999) detectaram uma média de
7,8x10° UFC/g de S. aureus e presenca de Salmonella em 30 % das amostras do
mesmo queijo produzido no mesmo estado. Das colbnias isoladas de S. aureus,
75 % apresentaram coagulase positiva. Sena et al. (1999) também detectaram a
presenca de Salmonella em 8,4 % das amostras deste queijo, analisadas em
Recife.

Varnam e Sutherland (1994) citaram surtos de salmonelose envolvendo o
queijo Vacherin Mont’Or, um queijo macio, e doengas transmitidas por alimentos
causadas pelo queijo Brie contaminado por E. coli, L. monocytogenes e C.
botulinum. Varios surtos de salmonelose, ligados ao consumo de queijos
contaminados, tém sido atribuidos ao controle deficiente durante o processamento
do queijo ou ao uso de leite contaminado (ICMSF, 2000).

De Luca et al. (1997) detectaram S. aureus em 22 das 135 (16,3 %)
amostras de queijos analisados na regiao de Bologna: 8,3 % em queijos macios,
17,6 % em queijos Blue, 18,9 % em queijos semi-duros € 25 % em queijo tipo
Mozzarella.

Incidentes envolvendo produtos lacteos levaram o Food and Drug
Administration — FDA a implementar uma série de programas de prevencao a
Listeria. Como resultado destes programas, este patégeno foi descoberto em
muitas variedades de queijos produzidos e importados nos Estados Unidos (Kozak
et al., 1996).

Queijos tipo mexicano contaminados por L. monocytogenes foram
responsaveis por um surto de listeriose em 1985 na Califérnia. Os equipamentos e
o ambiente de producado destes queijos estavam altamente contaminados por L.
monocytogenes (ICMSF, 2000). Ja em 2000-2001, um surto nos EUA foi
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associado ao consumo do mesmo tipo de queijo, porém de fabricacdo caseira,
onde se utilizou leite contaminado; 121 pessoas foram acometidas, com 11
mortos, 5 abortos, 3 partos prematuros, 2 recém-nascidos infectados e um adulto
com meningite (USDA, 2001).

Farber et al. (1987) analisaram 374 amostras de queijos dos macios e semi
duros, oriundas de 14 paises, para verificar a presenca de Listeria spp. Somente 3
das 104 amostras francesas apresentaram contaminacdo. Quanto as demais,

nenhuma apresentou resultado positivo.

Pini e Gilbert (1988) avaliaram a ocorréncia de Listeria em 222 amostras de
queijos macios do Reino Unido e outros paises europeus, encontrando
contaminacao por L. monocytogenes e L. innocua de acordo com a Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Ocorréncia de Listeria spp em queijos macios.

Pais de Origem Eﬁ?r:iitggzs Amostras Positivas (%)
L. monocytogenes L. innocua
Franca 85 12 (14) 9 (11)
Reino Unido 45 2 (4) 2 (4)
ltalia 44 7 (16) 7 (16)
Chipre 20 2 (10) 0
Alemanha 17 0 0
Dinamarca 06 0 1(17)
Libano 05 0 0
Total 222 23 (10) 19 (9)

Fonte: Pini e Gilbert (1988)

Ryser e Marth (1999) citaram uma maior incidéncia de L. monocytogenes
em queijos macios e curados com fungos, do que em queijos duros. Estes queijos
foram provenientes da Franca, Italia, Dinamarca, Chipre, Espanha, Suica e Oeste
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da Alemanha. Os queijos curados com fungos tém pH elevado devido ao
metabolismo do lactato pelos fungos, que aliado ao alto conteldo de umidade, os
torna extremamente suscetiveis a contaminacdes na superficie durante o

processo de cura.

Rudolf e Scherer (2001) examinaram 329 amostras de queijos dos tipos
macios, semi-duros e duro, de diferentes paises europeus. Doze de um total de
192 amostras do tipo macios (6,3 %), 7 de 92 amostras do tipo semi duros (7,6 %)
e 2 de 45 amostras do tipo duro (4,4 %) continham Listeria monocytogenes. O
microrganismo foi isolado em 13 (8 %) das 163 amostras preparadas com leite

pasteurizado, e em 8 (4,8 %) das 166 amostras preparadas com leite cru.

Erkmen (2000) comparou a inativacao da L. monocytogenes em queijo Feta
produzido a partir de leite com e sem fermento latico, e observou uma maior
reducdo na taxa de crescimento do microrganismo nas amostras com fermento
latico. Ainda assim, a bactéria sobreviveu mais de 90 dias em ambos 0s casos,
com as amostras mantidas a uma temperatura de 4 ° C.

Morgan et al. (2001) pesquisaram a sobrevivéncia de L. monocytogenes
durante as fases de fabricacdo, maturacdo e estocagem de queijos macios
produzidos por coagulacédo acida a partir de leite de cabra cru. O patbégeno foi
inoculado em concentragdes de 10 a 102 UFC/mI. Houve diminuigdo na contagem
de L. monocytogenes devido provavelmente ao efeito do baixo pH e a atividade do
fermento latico. Entretanto, as condi¢ces desfavoraveis ndo foram suficientes para
induzir o completo desaparecimento do microrganismo. Na concentragcdo de 10
UFC/mI, a bactéria foi encontrada na superficie do produto até 7 dias apds a sua
fabricacdo e, no seu interior até 42 dias depois da mesma data. Para a inoculacao
de 102 UFC/mI, os resultados para a Listeria foram positivos até 42 dias apos a

sua fabricacao, tanto na superficie quanto no seu interior.

Farber et al. (1987) relataram uma inspecao feita no processamento,
manuseio e estocagem de queijos em 30 plantas industriais para verificar a
aplicacdo das boas praticas de fabricacdo (BPF) e sanitizacdo. A estocagem do
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leite e de outros ingredientes crus foi considerada abaixo do padrao em oito casos,
onde a Listeria, se presente, pode multiplicar-se durante a estocagem devido ao
controle inadequado de temperatura. Cinco plantas, todas em Ontario — Canada,
necessitavam urgentemente de melhorias para a reducdo do risco de
contaminacgao por Listeria.

Devido a severidade das infecgdes produzidas, varios paises tém adotado
uma politica severa para controle de L. monocytogenes, concentrando a atencao
das autoridades publicas e pesquisadores sobre este patdégeno. No entanto, o seu
controle é dificil devido principalmente a sua ampla distribuicdo, natureza
psicrotrofica e tolerancia a muitos agentes preservativos (Almeida et al., 1999;
Saltijeral et al., 1999; Loguercio et al., 2001).

O Food Safety and Inspection Service — FSIS do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2001) organizou uma lista com
precaugdes que vao desde medidas utilizadas para evitar a contaminacédo e a
recontaminacdo de alimentos até os alimentos que devem ser evitados por
pessoas mais suscetiveis aos riscos causados por listeriose, como: gestantes,
idosos, criangas e os imunocomprometidos. Dentre os alimentos a serem evitados
por estas pessoas estdo os queijos de massa macia como Feta, Brie, Camembert,
queijos Blue-veined, queijos ndo pasteurizados, queijos estilo Mexicanos e queijos
frescos como o queso Blanco, semelhante ao Minas Frescal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Amostras

Foi utilizado neste trabalho um total de 93 amostras de queijo Minas
Frescal, elaboradas a partir de diferentes processamentos: adicao de cultura latica
(fermento latico), acidificacdo direta com acido latico e ultrafiltragdo (MMV). As
amostras foram analisadas para determinacdo dos seguintes microrganismos:
coliformes termotolerantes (45°C), estafilococos coagulase positiva, Salmonella e
Listeria monocytogenes; conforme estabelece a legislacdo brasileira segundo a
Resolugédo — RDC n®12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, de
2 de janeiro de 2001 (Brasil, 2001). Para cada processamento, foram adquiridas
amostras de diferentes marcas comerciais no varejo do municipio de Campinas —
SP, no periodo de setembro de 2001 a setembro de 2002. Das amostras
adquiridas, 92 possuiam registro no Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento e portavam numeracdo do Servico de Inspecdo Federal — SIF.
Somente uma das amostras possuia numeragdao do Servico de Inspecao do
Estado de Sao Paulo — SISP, por ser registrada na Secretaria da Agricultura deste
estado. As amostras coletadas foram acondicionadas em caixa isotérmica,
contendo gelo e transportadas para o Laborat6rio de Higiene da FEA — UNICAMP,

onde foram analisadas.

3.1.2 Meios de cultura

3.1.2.a) Meios de Cultura para Determinacao de Coliformes Termotolerantes
(45° C):
e Solugao de citrato de sédio a 2 % (Merck);

e Solucao peptonada a 0,1 % (Peptona bacterioldgica, Difco);
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e (Caldo Lauryl Sulfato Tryptose (Merck) - LST;
e (Caldo Escherichia Coli (Merck) — EC.

3.1.2.b) Meios de Cultura para Contagem de Estafilococos Coagulase
Positiva:

e Solugao de citrato de sédio a 2 % (Merck);

e Solucao peptonada a 0,1 % (Peptona bacterioldgica, Difco);

e Agar Baird-Parker (Difco) suplementado com 25 g/l de emulsdo de gema de
ovo e 0,1 g/l de telurito de potassio - BP;

e Agar Brain Heart Infusion (Difco) — BHI agar;

e (Caldo Brain Heart Infusion (Difco) BHI caldo;

e Reagentes para coloragao de Gram: cristal violeta, lugol e safranina;

e Solucao de peroxido de hidrogénio a 3 %;

e Solucao salina a 0,85 %;

e Plasma de coelho com EDTA (BBL™) para teste de coagulase.

3.1.2.c) Meios de Cultura para Deteccao de Salmonella

o Agua Peptonada Tamponada (Merck) - BPW;

e (Caldo Tetrathionate (Difco), suplementado com 10 mg/l de solucdo verde
brilhante e 20 ml/l de solugéo de iodo - TT;

e (Caldo Rappaport-Vassiliadis (Oxoid) - RV;

o Agar Hektoen enteric (Oxoid) - HE;

e Agar Xylose Lysine Desoxycholate (Difco) - XLD;

e Agar Bismuto Sulfito (Difco) - BS;

e Agar Lisina e Ferro (Difco) - LIA;

e Agar Triplice Aglcar e Ferro (Difco) - TSI;

e (Caldo Urease (BBL);

e Kit rapido para identificacdo de enterobactérias (BBL Crystal™ RS/E - Rapid
Stool/ Enteric ID kit).
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3.1.2.d) Meios de Cultura para Deteccao de Listeria monocytogenes:

Caldo de Enriquecimento para Listeria (Oxoid — formulagdo UVM),
suplementado com 20 mg/l de acido nalidixico (Sigma) e 12 mg/I de acriflavina
(Inlab) — LEB;

Caldo Fraser Modificado (Caldo de Enriquecimento para Listeria da Oxoid -
formulacdo UVM), suplementado com 3 g/l de cloreto de litio (Merck), 20 mg/I
de &cido nalidixico (Sigma), 25 mg/l de acriflavina (Inlab) e 0,5 g/I de citrato
férrico amoniacal (Sigma) — MFB;

Agar Cloreto de Litio Feniletanol Moxalactam (Difco), suplementado com 20
mg/l de moxalactam (Sigma) — LPM;

Agar Oxford Modificado (Agar Oxford da Oxoid), suplementado com 10 mg/l de
colistina (Sigma) e 20 mg/I de moxalactam (Sigma) — MOX;

Agar Triptona de Soja (Oxoid), suplementado com 6 mg/l de extrato de
levedura (Biobras) - TSAYE;

Meio SIM (Biobras);

Caldo Base de Purpura Bromocresol, acrescido de manitol e ramnose (Difco) e
xilose (Merck);

Agar Triptona de Soja (Oxoid), com 7 % de sangue desfibrinado de cavalo
(Biotério Boa Vista);

Solucgao de peroxido de hidrogénio a 3 %, para teste da catalase;

Solucgao salina fisiol6gica (Merck), 0,85 %;

Reagentes para coloracdo de Gram: cristal violeta, lugol e safranina.

3.2 EQUIPAMENTOS

Agitador de tubos (Phoenix, modelo AP 56);
Balanca analitica (Mettler Toledo, modelo AB 204);
Balanca analitica (Mettler, modelo AE 200);
Balanca semi-analitica (Sartorius, modelo U3600);
Balanca semi-analitica (Micronal, modelo B400);

Banho com aquecimento (Fanem, patente 32683);
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e Banho com aquecimento (Fanem, modelo 100);

e Banho com aquecimento e agitacao (Cole Parmer, modelo Polystat);

e Capela de fluxo laminar vertical (Veco, modelo VLFS-12);

e (Capela de fluxo laminar vertical (Canadian Cabinets, modelo V4-MW-97-T);

e Contador de colénias (Phoenix, modelo CP600);

e Estufa incubadora para BOD (Fanem, modelo 347 CD);

e Estufa incubadora para BOD (Fanem, modelo 347 CD);

e Estufa incubadora para BOD (Marconi, modelo MA 415);

e Estufa de secagem (Fanem, modelo 315 SE);

e Aparelho para medir atividade de agua (Aqualab, Decagon, modelo CX — 2),
com banho (Brookfield, modelo TC 500);

e Homogeneizador de pistdes — Stomacher — (Seaward Medical, modelo Lab

Blender 400);
Microscépio estereoscépico (Carl Zeiss, modelo 4752), com iluminador, (Scott,

modelo KL 1500);

e Microscoépio bioldgico triocular (Carl Zeiss, modelo Jenaval);

e Potencidmetro (Micronal, modelo B 374);
e Densimat (Biomérieux, modelo 4120);

e Qutros equipamentos de uso comum em laboratério de microbiologia.

3.3 METODOS

3.3.1 Amostragem

O procedimento de amostragem foi iniciado com a anotacdo dos dados
referentes a procedéncia, marca, numero do SIF ou SISP, ingredientes (que define
se o processamento utiliza fermento latico ou acido latico), a data de fabricacéo e
0 prazo (data) de validade dos queijos avaliados. As amostras de queijo Minas
Frescal foram retiradas de sua embalagem, ap6s prévia desinfeccdo com alcool
70 %, sob condicoes assépticas, na capela de fluxo laminar. Cada uma das
amostras foi dividida em oito porcdes, sendo quatro delas retiradas de forma
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alternada para posterior realizacdo das determinacgdes fisico-quimicas. As quatro
porcoes restantes de cada queijo foram subdivididas aleatoriamente a fim de se
obter 25 g da amostra, pesadas em balanca semi analitica, para serem
homogeneizadas em um homogeneizador de pistdes com os diluentes especificos
para cada microrganismo investigado. Na avaliagéo de coliformes termotolerantes
e estafilococos foi utilizado o mesmo diluente: 225 ml de solugado de citrato de
sédio a 2 % para 25 g das amostras, que apdés serem homogeneizadas foram
diluidas em série, em solucao peptonada a 0,1 %.

3.3.2 Analises Microbiologicas

3.3.2.a) Determinacao de Coliformes Termotolerantes (45°C):

A contagem deste microrganismo foi realizada através da técnica do
Numero Mais Provavel — NMP — de trés tubos da Food and Drug Administration
(Hitchins et al., 1998) inoculando-se as diluicbes da amostra em caldo LST. As
culturas dos tubos com resultado presuntivo positivo no caldo LST (contendo gas),
apos 24 e 48 h de incubacao a 35°C, foram transferidas para o caldo EC e

incubados a 45°C para a confirmacao da presenca de coliformes termotolerantes.

3.3.2.b) Determinacao de Estafilococos Coagulase Positiva:

A contagem e identificacdo do estafilococos foi realizada conforme a
metodologia recomendada pelo Food and Drug Administration (Bennett e
Lancette, 1998). As diluicdes da amostra foram semeadas na superficie de agar
BP e as placas foram incubadas a 35°C por 48 h. Posteriormente, procedeu-se
uma contagem presuntiva das Unidades Formadoras de Colénias — UFC. As
colénias tipicas de S. aureus sao circulares, com bordas perfeitas, pequenas
(maximo 1,5 mm de diametro), pretas brilhantes, convexas, rodeadas por uma
zona opaca e freqiientemente com halo claro que estende-se além da zona opaca.
Cinco colbnias suspeitas foram selecionadas e transferidas para caldo e agar BHI,
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e incubados a 35°C por 24 h para confirmacdo, através da caracterizacao
morfolégica por coloragdo Gram e dos testes bioquimicos de catalase e

coagulase.

3.3.2.c) Deteccao de Salmonelia:

Cada unidade de 25 g de amostra foi homogeneizada com 225 ml de BPW
em “Stomacher”, e incubada a 35°C/24 h. As etapas seguintes foram realizadas
seguindo a metodologia do Food and Drug Administration (Andrews e Hammack,
1998). Por¢des de 0,1 e 1,0 ml de BPW foram transferidos para 10 ml de caldo RV
e 10 ml de caldo TT, respectivamente. O caldo RV foi incubado a 42°C e o TT a
43°C. Ap6s a incubacao, ambos os caldos seletivos foram semeados em agar HE,
agar BS e agar XLD. Estas placas foram incubadas a 35 °C/ 24 h. Duas ou mais
colénias tipicas foram isoladas de cada placa de agar HE (colonias verde
azuladas, com ou sem centro negro), de BS (colénias pretas, cinzas ou marrons) e
de XLD (colbnias réseo escuro, com ou sem centro preto), sendo transferidas para
o TSl e LIA, os quais foram incubados a 35 °C/ 24 h. A reagbes caracteristicas de
Salmonella no TSI, LIA e caldo uréia indicaram as culturas suspeitas que foram
mantidas em agar BHI até a realizacdo da sua identificagdo com o auxilio do kit de
identificagdo rapido BBL Crystal™ RS/E — Rapid Stool / Enteric ID System — para
bactérias aerdbias Gram negativas da familia Enterobacteriaceae.

3.3.2.d) Deteccao de Listeria:

A determinagéo deste microrganismo foi realizada de acordo com o método
preconizado por Pagotto et al. (2001). Cada unidade de 25 g de amostra foi
homogeneizada com 225 ml de caldo LEB em “Stomacher” e incubada a 30°C.
Apo6s 24 h e 48 h de incubagédo, 0,1 ml do caldo LEB foi inoculado em 10 ml de
caldo MFB, que, por sua vez, foi incubado a 35°C/ 24 - 48 h. O caldo LEB apds a
incubacao de 48 h e, tanto os tubos positivos de MFB (coloracdo escura) quanto
os tubos negativos (sem escurecimento), foram semeados por estrias em placas
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contendo agar LPM e MOX. As placas de LPM e MOX foram incubadas a 30°C e a
35°C durante 48 h, respectivamente. Cinco colbnias tipicas de cada placa de LPM
(colénias azul esverdeado sob luz transmitida) e de MOX (col6nias pretas com
halo escuro) foram purificadas e mantidas em TSAYE até sua identificacdo. A
identificacao foi realizada através de caracterizacao morfologica pela coloracao de
Gram, e bioquimica pelos testes de producao da catalase, B-hemdélise em agar
sangue de cavalo, motilidade a 25° C em meio SIM e producédo de acido a partir da
utilizacdo da ramnose, manitol e xilose.

3.3.3 Analises Fisico Quimicas

As porcdes retiradas das amostras do queijo Minas Frescal, de forma
alternada, foram trituradas em almofariz e submetidas as andlises de atividade de
agua, pH, acidez titulavel e extrato seco total, no mesmo dia em que foram
iniciadas as analises microbiolégicas. As primeiras nove amostras de cada
processamento foram avaliadas em duplicata, sendo que as demais foram

avaliadas em triplicata.

3.3.3.a) Determinacao do pH:
O pH foi determinado empregando-se potenciémetro devidamente calibrado

com as solucdes padréo de pH 7,0 e 4,0.

3.3.3.b) Determinacao da Acidez Titulavel:

A acidez foi determinada por titulagdo com solugdo de hidroxido de sodio
0,1 N seguindo a metodologia da Association of Official Analytical Chemists —
AOAC - adaptada por Yun e Barbano (1995).

3.3.3.c) Determinacao da Atividade de agua — Aa:
A atividade de agua foi determinada através do aparelho Aqualab, que foi
previamente calibrado com sais saturados de KoSO,4 ou NaCl.
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3.3.3.d) Determinacao do Teor de Umidade — Extrato Seco total

A determinacao do extrato seco total foi realizada pelo método gravimétrico
em estufa a 105°C por 16 h até peso constante, de acordo com o procedimento
descrito na secéo 33.2.09 da AOAC (1997).

3.3.4 Analise Estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas receberam tratamento estatistico
através do teste T (Student) para a determinagéo dos intervalos de confianca para
as médias, com nivel de confianca de 95 %. O mesmo teste foi também utilizado
para a comparacao das médias (teste de hipbdteses) entre os processamentos
analisados, com nivel de significancia de 5 %.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS COLETADAS

Das 93 amostras de queijo Minas Frescal analisadas, 31 correspondiam ao
processamento com acidificagcdo direta (AD), 31 com cultura latica — fermento
latico — (CL) e 31 com ultrafiltraggo — MMV — (UF), segundo os dizeres da

rotulagem.

A Tabela 4.1 apresenta o numero de amostras avaliadas para cada
processamento, com as respectivas quantidades de marcas encontradas e 0s
prazos de validade. Nao obstante o cuidado de envolver o maior numero de
marcas possivel para cada processamento, foi observada no comércio varejista de
Campinas, dentre os estabelecimentos aonde as amostras foram coletadas, uma
maior variedade de marcas disponiveis para os queijos Minas Frescal CL,

enquanto os queijos UF apresentaram a menor variedade.

Tabela 4.1 — Caracterizacado das amostras de queijo Minas Frescal elaboradas por

trés diferentes processamentos.

Processamento Ne. de N®.de  p..26 de Validade (dias)
Amostras Marcas

minimo maximo média

AD 31 10 15 63 33
CL 31 14 17 61 25
UF 31 5 25 45 33

AD - acidificacao direta; CL — com adicao de cultura latica e UF — ultrafiltracao.

4.1.1 Prazo de Validade das Amostras

Os prazos de validade das amostras apresentaram uma faixa de variacao
bastante ampla (Tabela 4.1), refletindo o fato destes prazos serem determinados

pelas industrias produtoras, segundo critérios baseados nas alteracbes das
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caracteristicas fisico-quimicas dos queijos, uma vez que ndo ha um prazo de

validade padrao definido pela legislacao brasileira.

Observando os prazos de cada amostra individualmente, foi verificado que
as amostras AD (Figura 4.1) e UF (Figura 4.3) possuiam validade média em torno
de 33 dias, enquanto as amostras CL (Figura 4.2) apresentaram validade média
de 25 dias. Na maioria dos casos, 0os prazos de validade observados estavam
acima da durabilidade média reportada na literatura. Furtado e Lourenco Neto
(1994) atribuiram ao queijo Minas Frescal uma durabilidade média de 10 dias
devido seu alto teor de umidade e consequiente alta perecibilidade. Dornellas
(1997) concluiu em seu trabalho que o limite de vida util aceitavel para o queijo CL

seria de 16 dias.
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Figura 4.1 — Representagéo grafica do prazo de validade e intervalo de tempo entre
a fabricagao e andlise das amostras produzidas por acidificacao direta (AD).
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Figura 4.2 — Representacgao grafica do prazo de validade e intervalo de tempo entre
a fabricacédo e analise das amostras produzidas com adicao de cultura
latica (CL).
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Figura 4.3 — Representacgao grafica do prazo de validade e intervalo de tempo entre
a fabricagéo e analise das amostras produzidas por ultrafiltragdo (UF).

A vida de prateleira do queijo Minas Frescal € definida pelas alteracdes
microbiolégicas e fisico-quimicas que este sofre durante sua estocagem sob
refrigeracdo. O queijo Minas Frescal AD mantém a firmeza por maior tempo, com
sabor menos acido e maior retencdo do soro, 0 que resulta em maior prazo de
validade. Ja, o queijo Minas Frescal tradicional (CL) possui bactérias acido laticas
qgue continuam a produzir &cido latico pela metabolizagdo da lactose, aumentando a
acidez, o que aumenta a dessoragem, formando uma crosta amarelada e mais mole
com o passar do tempo. Estas caracteristicas acabam por reduzir a vida de prateleira

deste queijo.

Naldini (2002) comparou as caracteristicas visuais dos queijos AD e CL apds
15 dias de armazenamento sob refrigeracdo a 5°C e observou que este ultimo
apresentava a sua forma fisica toda alterada, com um misto de massa disforme e
soro, enquanto o primeiro mantinha sua estrutura fisica sem grandes modificacoes

na textura.
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As amostras de queijo Minas Frescal UF, apesar de possuirem maior
conteudo de umidade, apresentaram validade média (33 dias) igual as das
amostras AD e superior a validade média das CL (25 dias). Por ser realizado em
sistema fechado, com coagulacao diretamente na embalagem de comercializagao,
0s riscos de contaminacdo associados a manipulacdo sado reduzidos no

processamento UF, garantindo higiene suplementar ao produto.

Ao comparar as alteracdes fisico-quimicas e vida de prateleira do queijo
Minas Frescal tradicional (CL) e o queijo UF produzido pelo método MMV, com 1,
7 e 14 dias de fabricacdo, Van Dender et al. (1998) afirmaram que este ultimo
manteve caracteristicas proprias de sabor e textura até 14 dias sob refrigeracao
(5°C £ 2°C), apresentando menor acidificagdo e menor taxa de protedlise em

relacdo ao queijo tradicional.

No presente trabalho, os intervalos médios entre a fabricacdo e a andlise
das amostras AD, CL e UF foram de 13, 10 e 15 dias, respectivamente. De
maneira geral, os intervalos estiveram dentro do limite de vida util indicado na

literatura para os trés processamentos.

A Resolugdo 16 da Comissdao Nacional de Normas e Padrées para
Alimentos — CNNPA, de 24 de abril de 1978 (Brasil, 1978), considera o queijo
Minas Frescal (produto perecivel) como apto para o consumo no prazo de alguns
dias a varias semanas, se este for conservado em temperatura de refrigeracao ao
redor de 4° C e nao superior a 6° C. A temperatura de manutencao deste produto

pode aumentar ou diminuir seu prazo de validade.

4.1.2 Porte das Industrias de Laticinios

As informacdes sobre o porte das industrias produtoras dos queijos
analisados foram obtidas por contato pessoal, junto ao Servigco de Inspecao de
Produtos de Origem Animal — SIPA — dos estados de Sao Paulo e Goids, as
Representacées Regionais da Delegacia Federal de Agricultura do Estado de

Minas Gerais ou diretamente com as industrias produtoras.
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As industrias foram classificadas pelas fontes citadas como sendo de
pequeno, médio e grande porte. A classificacao foi realizada segundo o volume de
leite recebido diariamente pela industria, segundo os critérios indicados na
Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Critério de classificacdo para o porte das industrias de laticinios.

Porte da Industria Volume de leite recebido

(litro/dia)
Pequeno até 10.000
Médio de 10.000 até 100.000
Grande acima de 100.000

Com base nesta classificacdo, as amostras de cada processamento foram
divididas de acordo com o porte de suas respectivas industrias produtoras,
conforme mostrado na Tabela 4.3. Foi observado que a metade das amostras AD
vieram de industrias de médio porte, enquanto o restante ficou igualmente
distribuido entre as demais classes. As amostras CL foram igualmente dividas
entre as industrias das trés classes, enquanto as amostras UF pertenceram em
sua maioria as industrias de grande porte, ndo apresentando nenhuma industria
de pequeno porte. O resumo das informacgdes obtidas sobre o porte das industrias
de laticinios, produtoras de queijo Minas Frescal, é encontrado na Tabela A.4 do
Apéndice A.

Tabela 4.3 — Distribuicdo das amostras de queijo Minas Frescal coletadas, em
relacdo ao porte de suas industrias produtoras.

Processamento N2 de amostras (marca)

Porte da Industria

Pequeno Meédio Grande Total

AD 8 (4) 16(4) 7@  31(10)
CL 10 (6) 10(4) 10(3)  30(13)
UF - 9(1) 22(4) 31 (5)

AD - acidificagao direta; CL — com adicao de cultura latica e UF — ultrafiltracao.
 Nao foi obtida informag&o sobre uma empresa.
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4.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os resultados das andlises fisico-quimicas de atividade de agua, pH, acidez
titulavel e umidade para as amostras analisadas sao apresentados na Tabela 4.4.
Em geral, os desvios padrdes observados foram consideravelmente inferiores as
respectivas médias, indicando um pequeno espalhamento dos valores amostrais
em torno destas. A Unica excecado ficou por conta da acidez titulavel que
apresentou desvios da mesma ordem de grandeza das médias, revelando uma
grande dispersdo dos resultados em relagdo ao numero de amostras adotado. O
namero de amostras de cada processamento (31) se mostrou, portanto, adequado
ao tipo de avaliacdo realizada neste trabalho.

Tabela 4.4 — Caracteristicas fisico—quimicas das amostras de queijo Minas
Frescal elaboradas por diferentes processamentos.

Processamento Aa pH Acidez Titulavel Umidade
°D %

AD 0,986 (0,008)* 5,75 (0,46) 42,60 (22,77) 61,92 (5,91)

CL 0,986 (0,005) 5,87 (0,41) 39,39 (22,14) 57,33 (3,79)

UF 0,986 (0,003) 6,47 (0,07) 16,28 (3,52) 67,24 (2,77)

AD - acidificagao direta; CL — com adicao de cultura latica e UF — ultrafiltracao.
 Média aritmética (Desvio Padréo)

4.2.1 Determinacao do pH e Acidez Titulavel

A comparacdo dos valores médios de pH entre os diferentes
processamentos, tomados dois a dois, ndo mostrou uma diferenca significativa
(p<0,05) entre as amostras CL (5,87) e AD (5,75) para o teste de hipbteses
(Tabela 4.5), ao contrario do esperado.

Levando em conta que o fermento normalmente utilizado na producédo dos
queijos CL (fermento mesofilico) produz acido latico continuamente a partir da sua
adicao ao leite, o pH destes queijos deve diminuir progressivamente com o passar
do tempo. O valor verificado (5,87) para um intervalo médio de 10 dias entre a
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data de fabricacédo e a andlise das amostras, entretanto, ficou acima dos indicados

na literatura.

Naldini (2002) obteve pH de 4,74 e 5,57 para os queijos CL e AD,
respectivamente, apbés 12 dias de armazenamento a 5° C. Avaliando o efeito dos
tipos de coagulante e de acidificante no rendimento, protedlise e “shelf life” dos
queijos CL com coalho bovino e AD com coagulante microbiano, Dornellas (1997)
obteve pH menor para os primeiros. Furtado et al. (1980b) obteve um pH de 4,87,
5,45 e 5,52 para os queijos tradicional (CL), com &acido (AD) e sem fermento,

respectivamente, no 6.° dia apds a producgéao.

O resultados obtidos neste trabalho para o processamento CL sugerem a
possibilidade de que as industrias estejam utilizando uma quantidade menor de

fermento.

Com relacdo aos demais processamentos, os valores de pH estiveram em
concordancia com a literatura. As diferencas encontradas entre as amostras UF e
as demais foram consideradas significativas (p<0,05) (Tabela 4.5). As amostras
UF apresentaram o maior valor médio de pH (6,47) dentre as amostras
analisadas, o que pode ser explicado pelo aumento da capacidade tamponante
das amostras UF, devido a incorporagéo das proteinas do soro concentradas junto

com as demais proteinas do leite.

Tabela 4.5 — Determinacao de significancia na comparagéo dos valores medios de
pH (teste t) para os trés diferentes processamentos.

Comparacdo ¢ t Significancia
AD -CL 2,0 -0,836 NS
AD - UF 2,0 -8,616 S
CL-UF 2,0 -8,552 S

AD - acidificacao direta; CL - com adigao de cultura latica e UF - ultrafiltragcéo.

¢ - valor critico para o teste de hipoteses.
t - valor para a distribuigao t.
S - significativo NS - nao significativo.
Semelhante ao ocorrido com o pH, a comparacao das médias para a acidez

titulavel (Tabela 4.6) ndo mostrou uma diferenca significativa (p<0,05) entre as
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amostras CL (39,39) e AD (42,60). Novamente, as amostras UF (16,28)
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) com relacdo as demais. Os maiores
desvios encontrados para a acidez titulavel, contudo, ndo possibilitam, por si sé,

uma analise mais segura dos resultados obtidos.

Tabela 4.6 — Determinacao de significancia na comparacao dos valores médios de

acidez titulavel (teste t) para os trés diferentes processamentos.

Comparagcao ¢ t Significancia
AD -CL 1,98 0,312 NS
AD - UF 1,98 6,151 S
CL-UF 1,98 5,867 S

AD - acidificagdo direta; CL — com adigdo de cultura latica e UF -
ultrafiltragao.

¢ — valor critico para o teste de hipéteses.
t — valor para a distribuicao t.
S —significativo NS — nao significativo.

4.2.2 Determinacéo da Atividade de Agua

O valor médio obtido para a atividade de agua (0,986) foi o mesmo para os
trés processamentos (Tabela 4.4), praticamente ndo havendo dispersdao dos
resultados amostrais em torno dele. Este resultado esta em boa concordancia com
o valor (0,981) relatado por Naldini (2002) para a atividade de agua de queijos
Minas Frescal convencionais (CL) e AD, apés 6 e 12 dias de armazenamento a
5°C, e ap6s 12 dias a 10° C.

4.2.3 Determinacao do Teor de Umidade — Extrato Seco Total
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Os teores de umidade observados para os trés processamentos
(Tabela 4.4) conferem ao queijo Minas Frescal a classificacdo de “queijos de muito
alta umidade”, com umidade acima de 55%, conforme a Portaria N°. 146 do
Ministério da Agricultura, Abastecimento e Reforma Agraria — MAARA, de 07 de
marco de 1996 (Brasil, 1996). Os teores encontrados apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) para a comparacdo das médias entre as amostras
AD (61,92 %), CL (57,33 %) e UF (67,24 %) (Tabela 4.7).

As amostras UF apresentaram o maior teor de umidade dentre os trés
processamentos. Este resultado reflete a menor dessoragem proporcionada pela
alta concentracado de proteinas do soro que, por sua vez, possibilita uma maior
capacidade de retencdo de agua. O alto conteldo de umidade, aliado a um pH
também elevado, favorece o desenvolvimento de bactérias deteriorantes em
relacdo aos outros dois processamentos. Com isso, apesar do processamento UF
conferir uma maior vida de prateleira ao queijo Minas Frescal, o mesmo deve ser

consumido mais rapidamente apos a abertura de sua embalagem.

Tabela 4.7 — Determinacdo de significaAncia na comparagdo das médias de
umidade (teste t) para os trés diferentes processamentos.

Comparagcao ¢ t Significancia
AD-CL 2,0 3,834 S
AD - UF 2,0 -4,538 S
CL-UF 2,0 -12,108 S

AD - acidificacao direta; CL - com adicao de cultura latica e UF - ultrafiltragao.
¢ — valor critico para o teste de hipéteses.

t — valor para a distribuicéo t.

S —significativo NS — n&o significativo.

O maior teor de umidade observado para as amostras AD (61,92 %), em
relacdo as CL (57,33%), implica em maior rendimento na producao destes queijos,
sendo esta a provavel razao pela qual muitas industrias de laticinios tém adotado
o processamento AD. Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et
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al. (1998), nos quais 15 amostras (46,9 %) de queijo Minas Frescal avaliadas
apresentaram teor de umidade superior a 60 %. Naldini (2002) observou um
conteludo de umidade muito proximo entre as amostras de queijo obtidas pelos
processos AD (64,13 %) e CL (65,82 %).

4.3 ANALISES MICROBIO LOGICAS

4.3.1 Determinacao de Colif ormes Termotolerantes (45°C)

O resumo do numero de amostras acima do Limite Maximo Estabelecido
pela Legislacdo — LMEL — para coliformes termotolerantes (45° C) esta contido na
Tabela 4.8. Os resultados individuais para cada amostra sdo encontrados nas
Tabela C.1, C.2 e C.3 do apéndice C.

Tabela 4.8 — Adequacao das amostras de queijo Minas Frescal a Resolucdo RDC
12 - ANVISA quanto ao Numero Mais Provavel de coliformes

termotolerantes (45°).

Processamento Amostras acima do LMEL®

N?® %
AD 20/ 31 64,5
CL 9 /31 29,0
UF 3 /31 9,7
Total 32 /93 34,4

AD - acidificagéo direta; CL - com adigao de cultura latica e UF - ultrafiltracéo.

® Numero de amostras acima do LMEL sobre o nimero de amostras
analisadas.

® Limite Maximo Estabelecido por Legislagdo (Resolugdo RDC n° 12 da
ANVISA, de 02 de jan. de 2001).
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O numero de amostras AD acima do LMEL para coliformes termotolerantes
(45° C) foi demasiadamente grande (64,5 %); o maior dentre as trés tecnologias de
fabricacdo do queijo. O mesmo foi observado com menor intensidade para as
amostras CL, dentre as quais 29 % apresentaram NMP/g acima do LMEL. Embora
a verificacao de matéria-prima e procedimentos de fabricacdo das amostras de
queijo Minas Frescal ndo tenham feito parte do trabalho, estes resultados
revelaram que a quantidade de acido latico adicionada (AD) ou produzida (CL) nos
queijos, aliada ao seu baixo poder antimicrobiano, provavelmente, nao foi

suficiente para evitar o desenvolvimento dos coliformes termotolerantes.

O menor grau de contaminacao por coliformes termotolerantes (45° C) nas
amostras CL pode estar relacionado a acao da cultura latica que, por competicéo,
inibiu o desenvolvimento destes microrganismos. Segundo Adams e Nicolaides
(1997), uma populacao de bactérias laticas pode restringir o crescimento de outros
microrganismos simplesmente pela ocupagcdo do espaco fisico e utilizagcdo dos

nutrientes disponiveis.

O processamento UF apresentou somente 3 amostras (9,7 %) contendo
coliformes termotolerantes (45° C) acima do LMEL, todas (UF8, UF15 e UF25) da
mesma marca (Tabela A.3 do apéndice A). Isto indica que o problema de higiene
estaria relacionado a unidade produtora e nao ao tipo de processamento em

particular.

Os resultados para coliformes termotolerantes (45°C) obtidos vém de
encontro aos encontrados por Dornellas (1997), Lourenco Neto (1998) e Campos
(2000), que realizaram estudos com queijos produzidos com acido latico (AD),
com cultura latica (CL) e com uma combinacdao dos dois, sob condicbes de
processamento controladas. Os queijos produzidos somente com acido latico
foram aqueles que apresentaram o maior indice de contaminagdo por estes
microrganismos. Campos (2000) afirma que o uso de fermento latico, mesmo em
pequenas proporcées (0,1 % e 0,5 %), confere acdo protetora contra o

crescimento de outros microrganismos.
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Pereira et al. (1999) avaliaram 20 amostras de queijos Minas Frescal, 100
de queijo Minas Padrao e 48 de queijo Canastra para coliformes termotolerantes
(45° C). Os resultados mostraram que 90 % do queijo Minas Frescal, 52 % do
Padrdao e 81,2 % de Canastra apresentavam contagem de coliformes fecais
superiores aos valores permitidos pela legislagdo (Portaria n°01 da Secretaria
Nacional de Vigilancia Sanitaria, de 28 de janeiro de 1987).

Ao correlacionar a ocorréncia destes coliformes, acima do LMEL, com o
porte das industrias (Tabela 4.9), foi verificado que a contaminagdo das amostras
AD ocorreu independente do porte da industria, com maior incidéncia nas de
médio porte (87,5 %). O mesmo ocorreu para as amostras CL que, apesar de uma
maior incidéncia (50 %) nas industrias de pequeno porte, apresentaram resultados
similares para as de médio e grande porte (20 % ambas). As amostras UF acima

do LMEL (18,6 %) foram produzidas por uma unica industria de grande porte.

Neste trabalho, independente do porte da industria e tipo de
processamento, 34,4 % do total de amostras apresentaram resultados acima do
LMEL para coliformes termotolerantes (45° C), um indice elevado que revela as
condi¢cbes higiénico-sanitarias inadequadas nas quais estas amostras de queijo
Minas Frescal foram produzidas.

Tabela 4.9 — Relacdo entre o porte das industrias produtoras de queijo Minas
Frescal elaborados por diferentes processamentos e as amostras
acima do LMEL para coliformes termotolerantes (45° C).

Processamento Porte da Industria
Pequeno Médio Grande
N? % N? % N? %
AD 3/8 375 14/16 87,5 3/7 42,8
CL 5/10 50,0 2/10 20,0 2/10 20,0
UF - - 0/9 0 3/22 13,6

AD - acidificagao direta; CL — com adicao de cultura latica e UF — ultrafiltragao.

% N¢ de amostras acima do LMEL (Limite M&ximo Estabelecido por Legislagéo)
sobre o n° de amostras analisadas para o referente porte do laticinio.
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4.3.2 Determinacao de Estafilococos Coagulase Positiva

O resumo do numero de amostras de queijos Minas Frescal que
apresentaram valores de contagem de Unidades Formadoras de Col6nias — UFC
de estafilococos coagulase positiva acima do LMEL é apresentado na Tabela 4.10.
Os resultados individuais para cada amostra sdo encontrados nas Tabela C.1, C.2
e C.3 do apéndice C.

Tabela 4.10 — Adequacao das amostras de queijo Minas Frescal a Resolucao
RDC 12 quanto a contagem de estafilococos coagulase positiva.

Amostras acima do LMELP"

Processamento
N? %
AD 3/31 9,7
CL 4 /31 12,9
UF 0/ 31 0
Total 7 /93 7,5

AD - acidificagcéo direta; CL — com adicao de cultura latica e UF — ultrafiltracao.
# Numero de amostras coagulase positivas sobre o nimero de amostras analisadas.

® Limite Maximo Estabelecido pela Legislacdo (Resolugdo RDC n° 12
da ANVISA, de 02 de jan. de 2001).

Para estafilococos coagulase positiva, o processamento CL apresentou
maior percentagem de amostras acima do LMEL (12,9 %) em relacdo as amostras
AD (9,7 %), sugerindo que o efeito da cultura latica sobre o estafilococos
coagulase positiva, naquelas amostras, pode ter sido abaixo do esperado. A
ICMSF (2000) afirma que uma baixa producao de acido pelo fermento latico pode
permitir o crescimento de S. aureus em uma populagao suficientemente elevada

para produzir enterotoxinas.

As trés amostras AD acima do LMEL pertenciam a mesma marca,
indicando um provavel problema de manipulacao, principal fonte de contaminacéo
por S. aureus, nesta industria. Ja as amostras UF, produzidas em sistema fechado
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e, portanto, sem manipulacdo, ndo apresentaram resultados positivos quanto a

determinacao de estafilococos coagulase positiva.

Os resultados citados na literatura dizem respeito principalmente aos
queijos Minas artesanais. Loguercio e Aleixo (2001) avaliaram 30 amostras de
queijo Minas Frescal artesanal, produzidos em Cuiaba — MT, onde 29 amostras
(96,7 %) foram consideradas fora dos limites aceitaveis (Portaria 451 da
Secretaria de Vigilancia Sanitaria de Alimentos — MS, de 19 de setembro de 1997).
Sabioni e Maia (1998) encontraram contagens de S. aureus acima de 10° UFC/g
em 21 (70 %) das amostras artesanais analisadas.

Apesar da proibicao legal imposta a comercializagcdo de queijos frescos
elaborados a partir de leite cru, a producao artesanal de queijo Minas Frescal em
geral utiliza este tipo de leite como matéria—prima. Cerqueira et al. (1995)
verificaram que 13 (43,33 %) das 30 amostras artesanais produzidas a partir de
leite cru apresentavam S. aureus com contagem superior aos padrdes
estabelecidos pela Portaria n° 01 da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitéaria, de
28 de janeiro de 1987 (Brasil, 1987). Almeida Filho e Nader Filho (2000) também
encontraram metade das 80 amostras analisadas com contagem de S. aureus
acima de 10° UFC/g.

Peresi et al. (2001) determinaram a contaminagdo por estafilococos
coagulase positiva em uma (3,3 %) das 30 amostras de queijos Minas Frescal,
industrializados e comercializados em Sao José do Rio Preto — SP. A contagem
verificada na amostra contaminada se encontrava acima do limite estabelecido
pela Portaria n® 451 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude,
de 19 de setembro de 1997 (Brasil, 1997a).

Neste trabalho, todas as amostras que apresentaram coagulase positiva
também apresentaram contagem de UFC/g acima do LMEL. Acredita-se que seja
necessaria uma contagem entre 10° e 10° UFC de S. aureus por grama de

alimento para que ocorra a producao de toxinas em niveis capazes de provocar
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intoxicacao (Leitdo, 1988; FDA, 1998; ICMSF, 1998). Trés amostras CL (9,7 %) e

duas AD (6,5 %) apresentaram contagens nesta faixa.

A producdo de enzimas coagulase e termonuclease (também denominada
DNAse) tem sido relacionada na literatura com as cepas enterotoxigénicas. E
conhecida, entretanto, a existéncia de cepas DNAse e coagulase negativas
produtoras de enterotoxinas. O estabelecimento de limite pela legislacao brasileira
somente para estafilococos coagulase positiva subestima, portanto, a presenca de
cepas DNAse e coagulase negativa enterotoxigénicas. Neste sentido, Sabioni e
Maia (1998) relataram a auséncia de atividade da enzima termonuclease em 21
amostras de queijo Minas Frescal positivas para S. aureus e Vernozy-Rozand et
al. (1996) verificaram que 11 das 187 (5,9 %) espécies estafilococos coagulase
negativa testadas eram enterotoxigénicas. A maioria destas cepas (5,3 %) foi

isolada de queijos produzidos com leite de cabra cru.

Com relacao ao porte das industrias produtoras (Tabela 4.11), a incidéncia
do numero de amostras coagulase positiva acima do LMEL esteve concentrada
nas industrias de médio porte para o processamento AD, enquanto que para o CL,

ocorreu independente do porte da industria.

Tabela 4.11 — Relacao entre o porte das industrias produtoras de queijo Minas
Frescal elaborados por diferentes processamentos e as amostras com
estafilococos coagulase positiva acima do LMEL.

Processamento Porte da Industria
Pequeno Médio Grande
N? % N? % N? %
AD 0 0 3/16 18,8 0 0
CL 1/10 10 2/10 20 1/10 10,0
UF - - 0/9 0 0/22 0

AD - acidificagao direta; CL — com adicao de cultura latica e UF — ultrafiltragao.

% N¢ de amostras acima do LMEL (Limite Maximo Estabelecido por Legislagéo) sobre o
n°® de amostras analisadas para o referente porte do laticinio.
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4.3.3 Deteccao de Salmonella

Apesar da quantidade total de amostras (32) fora dos padrées legais para
coliformes termotolerantes (45°C), indicadores da presenca de bactérias
enteropatogénicas, ndo foi isolada Salmonella em nenhuma das amostras

analisadas.

Estes resultados concordam com os obtidos por Peresi et al. (2001), os
quais encontraram 7 amostras (23,3 %) de queijo Minas frescal industrializado,
contaminadas por coliformes fecais acima do limite estabelecido pelo padrao
especifico, ndo mostraram a presenca de Salmonella. Avila e Gallo (1996) também

nao detectaram a presenca de Salmonella spp em queijos do mesmo tipo.

As dezesseis culturas isoladas no presente trabalho, a partir de 9 amostras
AD, 6 CL e uma UF, apresentaram caracteristicas suspeitas para o género
Salmonella. A realizacado de testes bioquimicos, no entanto, levou a identificacao
da presenca de outros microrganismos: Serratia marcescens (25 %), Enterobacter
sakasakii (18,8 %), Stenotrophomonas maltophila (15,5 %), Escherichia coli (6,2
%), Citrobacter freudii (6,2 %), Hafnia (6,2 %) e Shewanella putrefaciens (6,2 %).

A cultura positiva para E. coli foi obtida a partir da amostra UF que
apresentou uma pequena quantidade de coliformes termotolerantes (45° C), 8,7
NMP/g, revelando ndo haver necessidade de uma contagem alta de coliformes

termotolerantes para que ocorra a presenga e desenvolvimento de E. coli.

O crescimento de varios microrganismos diferentes demostra uma falha dos
meios seletivos. Goo et al. (1973), Rambach (1990) e Avila e Gallo (1996)
concordam que um meio seletivo ideal para o isolamento de Salmonella spp
deveria ser inibidor tanto de coliformes que fermentam a lactose rapidamente,
quanto daquelas bactérias que nao fermentam a lactose, como Proteus spp,
Pseudomonas spp e algumas espécies de Citrobacter, que acabam confundindo o

pesquisador no momento da selecdo das colénias suspeitas.
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4.3.4 Deteccao de Listeria

O numero total de amostras de queijo Minas Frescal positivas para o
género Listeria e para L. monocytogenes € apresentado na Tabela 4.12. O
resultado especifico para cada amostra pode ser observado nas Tabelas C.1, C.2
e C.3 do apéndice C.

Tabela 4.12 — Ocorréncia do género Listeria, L. monocytogenes e L. innocua, em
amostras de queijo Minas Frescal elaboradas por diferentes
processamentos.

Listeria spp L. monocytogenes L. innocua

Processamentos N % NP % NC %
AD 7/31 22,6 3/7 42,9 4/7 57,1
CL 4/31 12,9 0 0 4/4 100,0

UF 0 0 0 0 0 0
Total 11/93 11,8 3/983 3,2 8/93 86

AD - acidificagéo direta; CL — com adicao de cultura latica e UF — ultrafiltraco.

® N de amostras positivas para Listeria / n® de amostras analisadas para cada
processamento.

® Ne. de amostras positivas para L. monocytogenes / n°. de amostras positivas para Listeria.
° Ne. de amostras positivas para L. innocua/ n®. de amostras positivas para Listeria.

Do total de 93 amostras de queijo Minas Frescal, 11 (11,8 %) foram
positivas para o género Listeria. Nas amostras do processamento AD, foi
detectada Listeria monocytogenes em 3 das 7 amostras positivas para Listeria spp
(42,9 %) sendo as demais positivas para L. innocua (57,1 %). Nas amostras do
processamento CL, foi detectada somente Listeria innocua (12,9 %) e as amostras
UF nao apresentaram contaminacao por Listeria.

Apesar da espécie Listeria innocua nao ser patogénica para o homem, o
seu crescimento nas amostras AD e CL demonstra a possibilidade de também
ocorrer o crescimento de L. monocytogenes nestes produtos, representando um

risco potencial para os consumidores.
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Estes resultados corroboram com os encontrados por Destro et al. (1991),
nos quais 2 das 20 (10 %) amostras analisadas de queijo Minas Frescal,
industrializadas e comercializadas em Campinas, foram positivas para L.
monocytogenes e 6 (30 %) para L. innocua. Eles estdo também de acordo com a
observacéao feita por Naldini (2002), de que os queijos Minas Frescal AD sdo mais

susceptiveis ao crescimento de L. monocytogenes do que os queijos CL.

Outros resultados foram reportados na literatura por Cerqueira, et al.
(1995), verificando a ocorréncia de Listeria spp em 3 das 30 amostras de queijo
Minas Frescal produzido artesanalmente com leite cru, sendo 6,7 % identificadas
como L. innocua e 3,33 % como L. monocytogenes. Pesquisando Listeria em
amostras de leite em Sao Paulo, Moura et al. (1993) obtiveram 21 (9,5 %) das 220
amostras de leite cru positivas para L. monocytogenes. Nas 220 amostras de leite
pasteurizado (tipo B e C) somente 2 amostras (0,9 %) foram positivas para L.

innocua.

Silva et al. (1998) pesquisaram a incidéncia de L. monocytogenes em
queijos Minas Frescal dos tipos artesanal e industrializado e em queijos curados
(Gorgonzola, Brie e Roquefort). Das 103 amostras analisadas, 31 (30,1 %)
apresentaram resultado positivo para Listeria spp. O queijo Minas Frescal
artesanal apresentou maior freqiéncia de L. monocytogenes: 7 das 17 amostras
(41,17 %) estavam contaminadas por este microrganismo. Trés amostras
(17,65 %) estavam contaminadas com L. innocua. As amostras industrializadas
apresentaram menor incidéncia de L. monocytogenes, 1 de 33 (3,03 %). Os
queijos curados mostraram prevaléncia de L. innocua, 7 das 53 amostras
(13,21 %), seguido de 5,67 % de L. monocytogenes.

A presenca de Listeria em queijos semelhantes ao Minas Frescal,
produzidos em diferentes paises, também foi reportada na literatura. Marrakchi et
al. (1993) analisaram 22 amostras de um queijo frescal tradicional marroquino,
denominado “jben”, dentre as quais foram encontradas 4 amostras, com pH entre
4,0 e 4,6, contaminadas por Listeria. Em uma destas amostras, foram isoladas L.
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monocytogenes e L. innocua. Nenhum dos queijos frescais dos tipos semi
industrial e curado examinados apresentaram L. monocytogenes.

Margolles et al. (1996) observaram uma incidéncia bastante elevada (41 %)
de L. monocytogenes em queijos artesanais comercializados na Espanha, com
baixo pH e niveis de umidade elevados, que favoreceram o desenvolvimento

deste microrganismo.

Saltijeral et al. (1999) avaliaram a presenca de Listeria em queijos
mexicanos. Este patdgeno foi encontrado em 65% das amostras de queijo frescal,
denominado “Panela” (pH de 5,5 e 57 % de umidade). L. monocytogenes, L.
innocua e L. grayi foram encontradas em igual quantidade (15% para cada

espécie) nas 40 amostras analisadas.

Com relagdo ao porte das industrias (Tabela 4.13), Listeria spp foi
encontrada nas amostras AD provenientes de industrias de médio e grande porte,
enquanto que nas amostras CL, este microrganismo foi detectado nas amostras
pertencentes a industrias das trés classes. Para a L. monocytogenes, foram
observadas praticamente as mesmas propor¢cées nas amostras AD de industrias
de médio (2/5) e grande (1/2) porte. O maior indice de Listeria spp em amostras
AD produzidas por industrias de médio porte coincide com a contaminagdo das
amostras AD de médio porte por coliformes termotolerantes (45° C) e estafilococos

coagulase positiva.
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Tabela 4.13 — Relacédo entre o porte das industrias produtoras de queijo Minas
Frescal elaborados por diferentes processamentos e as amostras

positivas para Listeria.

Porte da Industria

Processamento
Pequeno Médio Grande
N? % N? % N? %
AD 0 0 5/16 31,3 2/7 28,6
CL 2/10 20,0 1/10 20,0 1/10 10,0
UF - - 0/9 0 0/22 0

AD - acidificacao direta; CL — com adicao de cultura latica e UF — ultrafiltracao.

®N = n° de amostras positivas para Listeria spp sobre n° de amostras analisadas
para o referente porte do laticinio.

4.3.5 Adequacao Geral aos Padroes Microbiolégicos

A propor¢cao das amostras fora dos padrées microbiolégicos estabelecidos
pela Resolugdo RDC 12 da ANVISA, de 02 de janeiro de 2001 (Brasil, 2001), em
relacdo ao total analisado para cada processamento pode ser observada na
Tabela 4.14. Os resultados individuais para cada amostra sdo encontrados nas
Tabela C.1, C.2 e C.3 do apéndice C.

Dentre os trés processamentos, o processamento AD apresentou 0 maior
numero de amostras — 22 em 31 (71 %) — em desacordo com a legislagdo. Em
seguida veio o processamento CL, com 35,5 % (11 em 31) das amostras em
desacordo com a legislagdo. Estes resultados reforcam a idéia de que o pH
elevado dos queijos Minas Frescal produzidos pelos dois processamentos em
questédo, aliado ao alto conteudo de umidade, principalmente nas amostras AD,
podem ter contribuido para o desenvolvimento dos patégenos avaliados neste
trabalho. O menor grau de contaminacao nas amostras CL pode estar relacionado
a acao da cultura latica que, por competicao, inibiu o desenvolvimento destes

microrganismos.
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O processamento UF, por ser realizado em sistema fechado sem
manipulacdo poés-pasteurizacdo, apresentou somente 3 amostras (9,7 %) em
desacordo com o padrao microbiolégico estipulado na legislacao para coliformes
termotolerantes (45° C).

Considerando o total de 93 amostras analisadas para os trés
processamentos, 38,7 % estiveram em desacordo com os padrées microbiolégicos
estabelecidos pela legislacdo brasileira. Este resultado revela a necessidade de
controle mais eficaz sobre as industrias de laticinios produtoras de queijo Minas
Frescal.

Tabela 4.14 — Amostras de queijo Minas Frescal produzidos por diferentes
alternativas tecnoldgicas em desacordo com a legislagéo brasileira.

Processamento Amostras acima do LMEL

N°? %

AD 22 / 31 71
CL 11/ 31 35,5
UF 3 /31 9,7
Total 36 /93 38,7

AD — acidificacdo direta; CL — com adicado de cultura latica e UF —
ultrafiltracao.

# N2 de amostras acima do LMEL sobre o n° de amostras analisadas.

® |imite Maximo Estabelecido por Legislagdo (Resolugcdo RDC n° 12 da
ANVISA, de 02 de jan. de 2001).

Ao correlacionar o numero total de amostras acima do LMEL com o porte
das industrias (Tabela 4.15), foi verificado que a contaminacdo das amostras AD
ocorreu independentemente do porte da industria. No entanto, todas as amostras
AD provenientes de industria de médio porte, analisadas neste trabalho, estavam
em desacordo com a legislagdo. Para as amostras CL, apesar da maior incidéncia
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verificada para as industrias de pequeno porte, os resultados para as industrias de
médio e grande porte foram similares (30 % para ambas). As amostras UF
(13,6 %) acima do LMEL foram produzidas por uma Unica industria de grande

porte.

Tabela 4.15 — Relacao entre o porte das industrias produtoras de queijos Minas
Frescal elaborados por diferentes processamentos e as amostras em

desacordo com os padrées microbioldgicos da legislagéo brasileira.

Processamento Porte da Industria
Pequeno Médio Grande
N? % N? % N? %
AD 3/8 375 16/16 100,0 3/7 429
CL 5/10 50,0 3/10 30,0 3/10 30,0
UF - - 0 0 3/22 13,6

AD - acidificagdo direta; CL — com adicao de cultura latica e UF — ultrafiltraco.

% N° de amostras acima do LMEL (Limite Maximo Estabelecido pela Legislacéo)
sobre n° de amostras analisadas para o referente porte do laticinio.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi avaliada a qualidade microbiolégica de 93 amostras de

queijos Minas Frescal produzidos por trés diferentes procedimentos tecnolégicos:
Acidificacdo Direta (AD), adicdo de Cultura Latica (CL) e Ultrafiltracdo (UF). Os

resultados observados nas analises fisico-quimicas e microbiolégicas permitiram

chegar as seguintes conclusdes:

Os resultados fisico-quimicos revelaram uma descaracterizagcdo dos queijos
Minas Frescal comercializados no varejo de Campinas, com teores de umidade
e pH mais elevados, além da consisténcia gelatinosa observada nos queijos UF
(MMV). Os altos teores de umidade reduzem o valor nutricional do produto e
favorecem a multiplicacao bacteriana decorrente da elevada atividade de agua
do produto. A proximidade entre os valores de pH dos queijos AD e CL sugerem

a utilizacao de uma quantidade menor de fermento latico nestes ultimos;

Os resultados microbiol6gicos obtidos neste trabalho confirmam os resultados
de trabalhos anteriores afirmando que o processamento AD é o mais

susceptivel ao desenvolvimento microbiano.

O processamento de queijo Minas Frescal utilizando a tecnologia de
ultrafiltracdo pelo método MMV, por empregar sistemas fechados com reduzida
participacao de operagdes manuais, proporciona produtos com menores indices

de contaminag¢ao microbiana;

A ocorréncia de coliformes termotolerantes (45° C) e estafilococos coagulase
positiva acima do LMEL nos queijos Minas Frescal, juntamente com a presenca
de L. monocytogenes observada neste trabalho, revelam o risco potencial a
saude representado pelo consumo destes produtos, comercializados na regiao
de Campinas, e as condicdes higiénico-sanitarias insatisfatérias existentes na

sua cadeia de producéo e comercializagao;
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A presenca de L. monocytogenes em 3 das 7 amostras AD (42,9 %) positivas
para o género Listeria reforca a necessidade de adocdo, por parte das
industrias e das autoridades competentes, de medidas eficazes na prevencgao
da contaminacdo durante o processamento dos queijos, em especial, para
aqueles produzidos por acidificacdo direta, desprovidos de barreira

microbioldgica capaz de reduzir o desenvolvimento deste patdégeno;

O porte das empresas produtoras de queijo Minas Frescal que utilizaram os
processamentos AD e CL, ndo é um fator determinante do grau de risco da

presenca de perigos de natureza microbiolégica.
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APENDICE A

A.1. CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS COLETADAS.

Tabela A.1 Caracterizagdo das amostras de queijo Minas Frescal produzidas por
Acidificagao Direta

Amostra Marca IFA? Prazo de Validade
dias dias
AD1 A 5 30
AD2 B 5 30
AD3 C 12 28
AD4 A 12 29
AD5 D 13 19
AD6 C 7 29
AD7 B 6 30
ADS8 A 8 29
AD9 C 9 28
AD10 B 7 28
AD11 B 7 31
AD12 E 15 28
AD13 A 29 29
AD14 A 13 29
AD15 B 7 30
AD16 A 10 29
AD17 F 12 30
AD18 E 12 30
AD19 C 10 28
AD20 C 10 29
AD21 G 3 15
AD22 H 9 31
AD23 E 12 31
AD24 I 10 46
AD25 H 8 31
AD26 J 13 63
AD27 I 9 46
AD28 J 34 61
AD29 H 9 30
AD30 J 46 61
AD31 I 26 40

? Intervalo entre Fabricacdo e Andlise
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Tabela A.2 Caracterizacdo das amostras de queijo Minas Frescal produzidas com
Cultura Latica

Amostra Marca IFA? Prazo de Validade
dias dias
CLA1 L 5 20
CL2 M 2 20
CL3 N 7 20
CL4 M 8 19
CL5 M 5 19
CL6 N 12 20
CL7 M 7 19
CL8 K 7 30
CL9 N 9 20
CL10 N 6 20
CL12 M 8 19
CL13 N 12 20
CL14 L 12 20
CL15 M 18 19
CL16 O 5 20
CL17 Q 13 44
CL18 L 6 20
CL19 N 11 20
CL20 M 8 19
CL22 S 15 31
CL23 T 17 20
CL24 U 8 61
CL25 V 41 41
CL26 Q 11 29
CL27 X 11 31
CL28 Z 12 31
CL29 X 16 31
CL30 O 13 17
CL31 U 8 61
CL32 Y 8 24
CL33 W 9 30

? Intervalo entre Fabricacdo e Andlise

OBS: Os resultados das amostras CL11 e CL21 foram descartados por estas nao
se encontrarem dentro dos parametros estabelecidos para a pesquisa. A amostra
CL11 apresentava em sua composicao fermento latico e acido latico ao mesmo
tempo, e a amostra CL21 ndo apresentava numeragéo do SIF ou do SISP.
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Tabela A.3 Caracterizagdao das amostras de queijo Minas Frescal produzidas por
Ultrafiltracao.

Amostra Marca IFA? Prazo de Validade
dias dias
UF1 AB 8 30
UF2 CD 10 30
UF3 AB 22 30
UF4 FG 7 25
UF5 HI 21 45
UF6 FG 12 25
UF7 HI 13 45
UF8 FG 8 25
UF9 AB 11 30
UF10 HI 14 45
UF11 FG 5 30
UF12 AB 24 30
UF13 HI 35 45
UF14 AB 11 30
UF15 FG 8 30
UF16 AB 18 30
UF17 AB 21 30
UF18 HI 38 45
UF19 JK 28 30
UF20 AB 7 30
UF21 HI 12 45
UF22 JK 16 30
UF23 JK 11 30
UF24 FG 11 30
UF25 FG 12 30
UF26 HI 10 35
UF27 AB 6 30
UF28 HI 16 35
UF29 AB 14 30
UF30 HI 18 45
UF31 JK 16 30

? Intervalo entre Fabricacdo e Analise






APENDICE A 91

Tabela A.4 Caracterizacao do porte das industrias produtoras dos queijos Minas
Frescal avaliados nesta pesquisa

1 Por R imen Producao
Processamento Codigo | 400, Fecramento Precees
. Minas
Leite Frescal
(litro/dia) (kg/dia)
A Grande - 2.000
B Médio 16.800 800
C Médio 50-60.000 2.100
D Grande 250.000 -
E Médio 16.800 800
AD F Pequeno 5-6.000 270
G Pequeno 2.000 250
H Pequeno 7.400 1.120
I Pequeno 8.000 1.300
J Médio 30.000 2.000
K Pequeno 2.000 285
L Grande - 1.600
M Médio - 900
N Grande - 1.600
@) Pequeno - 440
Q Pequeno 3.000 420
CL S Médio 30.000 2.500
T Médio 38.000 5.400
U Pequeno 2.000 345
X Pequeno 5-6.000 270
yA Pequeno 2.500 360
Y Médio 40.000 -
W Grande 300.000 -
AB Grande - 7.100
CD Grande 500.000 -
UF FG Grande - 1.600
HI Médio 50-70.000 -

JK Grande - 1.600
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APENDICE B

B.1. RESULTADOS DAS ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Tabela B.1 — Valores médios para pH, acidez titulavel, atividade de agua (Aa) e
umidade das amostras de queijo Minas Frescal produzido por
Acidificagao Direta.

moss e, U
AD1 5,91 - 0,993 66,44
AD2 5,61 51,66 0,977 57,98
AD3 6,06 33,21 0,983 57,01
AD4 5,95 14,92 0,995 70,38
AD5 5,42 47,74 0,980 51,13
AD6 5,71 49,35 0,981 56,37
AD7 6,15 22,96 0,990 56,35
ADS8 5,58 23,90 0,994 63,79
AD9 5,97 26,48 0,986 55,84
AD10 5,24 75,14 0,982 57,21
AD11 5,26 68,16 0,986 54,90
AD13 5,43 41,27 0,996 64,82
AD14 5,93 25,29 0,989 69,50
AD15 5,99 27,50 0,981 56,67
AD16 6,30 20,15 0,996 69,93
AD17 6,19 24,32 0,955 5791
AD18 4,93 95,33 0,989 72,82
AD19 5,72 53,13 0,981 57,02
AD20 5,93 38,22 0,985 57,33
AD21 6,42 19,11 0,989 61,72
AD22 6,12 28,57 0,990 63,33
AD23 5,66 47,58 0,989 67,95

AD24 6,45 23,92 0,990 68,93
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Tabela B.1 — Valores médios para pH, acidez titulavel, atividade de
agua (Aa) e umidade das amostras de queijo Minas Frescal produzido
por Acidificacdo Direta (Continuacao).

Acidez

Amostra  pH  pp, 14vel 2 D)

Aa Umidade (%)

AD25 5,90 42,50 0,983 60,67
AD26 5,82 29,63 0,980 58,69
AD27 6,36 19,09 0,992 69,14
AD28 4,76 77,12 0,981 59,17
AD29 6,14 30,76 0,983 58,42
AD30 4,91 73,09 0,980 60,04
AD31 5,28 51,91 0,990 66,58
Média AD 5,75 42,60 0,986 61,92

Tabela B.2 — Valores médios para pH, acidez titulavel, atividade de agua (Aa) e
umidade das amostras de queijo Minas Frescal produzido com adicao

de Cultura Latica.

Acidez

Amostra  pH oy 14vel (° D)

Aa Umidade (%)

CL1 6,33 - 0,985 54,38
CL2 6,28 - 0,986 56,91
CL3 6,23 14,94 0,987 57,72
CL4 5,85 29,95 0,996 56,38
CL5 6,14 30,59 0,982 53,44
CL6 5,89 34,10 0,983 53,87
CL7 5,87 31,79 0,996 53,13
CL8 5,38 54,72 0,984 55,51
CL9 5,73 42,47 0,984 54,51
CL10 6,01 25,31 0,985 57,50
CL12 6,15 29,64 0,998 58,23
CL13 5,31 60,32 0,989 50,59
CL14 5,29 57,04 0,985 55,17
CL15 5,32 68,92 0,993 53,96

CL16 6,30 19,04 0,991 60,09
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Tabela B.2 — Valores médios para pH, acidez titulavel, atividade de agua (Aa) e
umidade das amostras de queijo Minas Frescal produzido com adicao
de Cultura Latica. (Continuagao).

Acidez

Amostra  pH 1 14vel (¢ D)

Aa Umidade (%)

CL17 6,06 27,62 0,991 63,60
CL18 5,84 33,88 0,985 58,38
CL19 5,56 54,01 0,991 53,62
CL20 6,33 22,23 0,985 56,33
CL22 5,07 100,64 0,977 59,02
CL23 5,95 31,78 0,979 60,21
CL24 6,23 26,56 0,988 54,82
CL25 4,94 95,52 0,980 57,61
CL26 5,49 57,25 0,985 56,80
CL27 5,32 71,14 0,981 57,67
CL28 6,24 16,89 0,990 68,40
CL29 6,18 19,59 0,978 66,29
CL30 5,69 42,18 0,987 58,58
CL31 5,96 33,42 0,980 54,66
CL32 6,01 28,07 0,978 57,63
CL33 6,12 23,33 0,985 54,44
Média CL 5,87 39,39 0,986 57,33

Tabela B.3 — Valores médios para pH, acidez titulavel, atividade de agua (Aa) e
umidade das amostras de queijo Minas Frescal produzido por

Ultrafiltrac&o.

Acidez

Amostra  pH o 14vel (D)

Aa Umidade (%)

UF1 6,70 - 0,985 66,49
UF2 6,54 - 0,987 65,19
UF3 6,56 9,56 0,984 64,33
UF4 6,54 11,65 0,984 70,08

UF5 6,50 22,11 0,987 68,81
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Tabela B.3 — Valores médios para pH, acidez titulavel, atividade de
agua (Aa) e umidade das amostras de queijo Minas Frescal produzido
por Ultrafiltracdo. (Continuacao).

Acidez

Amostra  pH o4 14vel (° D)

Aa Umidade (%)

UF6 6,50 20,40 0,982 65,72

UF7 6,41 8,84 0,989 67,53

UF8 6,42 16,84 0,988 63,76

UF9 6,45 13,95 0,989 67,71
UF10 6,42 12,69 0,988 67,53
UF11 6,42 12,71 0,985 63,60
UF12 6,52 16,95 0,989 65,71
UF13 6,35 12,70 0,997 67,60
UF14 6,53 20,13 0,986 66,81
UF15 6,48 18,05 0,987 64,75
UF16 6,43 15,89 0,987 66,05
UF17 6,43 19,12 0,984 65,05
UF18 6,40 16,94 0,987 76,02
UF19 6,37 20,14 0,988 72,12
UF20 6,45 20,12 0,987 66,59
UF21 6,42 15,91 0,989 68,17
UF22 6,45 17,47 0,982 64,46
UF23 6,48 21,20 0,982 70,27
UF24 6,38 19,13 0,983 64,51
UF25 6,48 20,14 0,986 69,93
UF26 6,50 15,86 0,987 69,84
UF27 6,56 14,34 0,985 64,44
UF28 6,44 13,78 0,987 69,25
UF29 6,43 16,95 0,986 66,51
UF30 6,47 12,71 0,987 68,56
UF31 6,44 15,90 0,985 66,38

Média UF 6,47 16,28 0,986 67,24
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APENDICE C

C.1. RESULTADOS DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS

Tabela C.1 — Avaliacdo microbiolégica de queijos Minas Frescal obtidos por
processamento de Acidificagdo Direta.

Estafilococos Coliformes

Amostra coagulase termotolerantes Salmonella Listeria
positiva 45°C
(UFC/qg) (NMP/g) (em 25 @) (em 25 g)
AD1 <102 240 Ausente Ausente
AD2 <102 4600 “ “
AD3 <102 >11000 “ “
AD4 <102 93 “ “
AD5 <102 <3 “ “
ADG6 3,0x10* 290 “ “
AD7 <102 11000 “ ¢
ADS8 <102 >11000 “ L. monocytogenes
AD9 <102 >11000 “ Ausente
AD10 <102 >11000 “ “
AD11 <102 >11000 “ “
AD12 <102 2900 “ “
AD13 <102 >11000 “ L. innocua
AD14 <102 36 : Ausente
AD15 <102 >11000 : L. monocytogenes
AD16 <102 >11000 “ Ausente
AD17 <102 >11000 “ “
AD18 <102 >11000 “ “
AD19 2,14 x 10° 11000 “ L. innocua
AD20 1,61 x 10° >11000 “ L. innocua
AD21 <102 <3 “ Ausente
AD22 <102 230 “ “
AD23 <102 >11000 “ L. innocua
LMEL? 5x102 5x10? Auséncia  Ausénciade L. m.”
# Limite Maximo Estabelecido por Legislagéo (Resolugdo — RDC n212 da ANVISA, de 2 de
jan. de 2001).

® Listeria monocytogenes
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Tabela C.1 — Avaliacdo microbiolégica de queijos Minas Frescal obtidos por

processamento de Acidificagcdo Direta. (Continuagao).

Estafilococos Coliformes

Amostra coagulase termotolerantes Salmonella Listeria
positiva 45°C
(UFC/qg) (NMP/g) (em 25 g) (em 25 g)
AD24 <102 >11000 Ausente Ausente
AD25 <102 150 “ “
AD26 <102 92 “ L. monocytogenes
AD27 <102 230 “ Ausente
AD28 <102 1500 “ “
AD29 <102 >11000 “ “
AD30 <102 4600 “ “
AD31 <102 36 " “
LMEL® 5x10? 5x10? Auséncia  Auséncia de L. m.
# Limite Maximo Estabelecido por Legislagéo (Resolucdo — RDC n212 da ANVISA, de 2 de
jan. de 2001).

® isteria monocytogenes

Tabela C.2 — Avaliacdo microbiolégica de queijos Minas Frescal obtidos por
processamento com adicao de Cultura Latica.

Estafilococos Coliformes
Amostra coagulase termotolerantes = Salmonella Listeria
positiva 45°C
(UFC/g) (NMP/g) (em 25 g) (em 25 g)
CL1 <102 93 Ausente Ausente
CL2 6,8 x 103 >11000 “ “
CL3 <102 <3 “ “
CL4 <102 210+ “ “
CL5 <102 1100 “ “
CL6 <102 <3 “ “
CL7 1,4 x 10° 210 “ “
CL8 6,7 x 10° > 11000 “ “
CL9 - <3 “ L. innocua
CL10 8,6 x 10° <3 “ Ausente
LMEL® 10° 5x10° Auséncia Auséncia de L. m.”
# Limite Maximo Estabelecido por Legislagéo (Resolugdo — RDC n212 da ANVISA, de 2 de
jan. de 2001).

® isteria monocytogenes
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Tabela C.2 — Avaliacdo microbiolégica de queijos Minas Frescal obtidos por

processamento com adicao de Cultura Latica. (Continuagao)

Estafilococos Coliformes

Amostra coagulase termotolerantes Salmonella Listeria
positiva 45°C
(UFC/qg) (NMP/qg) (em 25 g) (em 25 g)

CL12 <102 210 Ausente Ausente”
CL13 <102 > 11000 “ “
CL14 <102 > 11000 “ ¢
CL15 <102 2100 “ “
CL16 <102 <3
CL17 <102 9,2 “ “
CL18 <102 <3 “ “
CL19 <102 37
CL20 <102 >11000 “ “
CL22 <102 3,6 “ “
CL23 <102 <3
CL24 <102 >11000 “ L. innocua
CL25 <102 4600 “ Ausente
CL26 <102 11000 “ “
CcL27 <102 >11000 “ “
CL28 <102 36 “ “
CL29 <102 11000
CL30 <102 <3 “ “
CL31 <102 2100 “ L. innocua
CL32 <102 36 “ L. innocua
CL33 <102 <3 “ Ausente
LMEL? 10° 5x10° Auséncia Auséncia de L. m.

? Limite Maximo Estabelecido por Legislacdo (Resolugdo — RDC n%12 da ANVISA, de 2 de

jan. de 2001).

® Listeria monocytogenes
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Tabela C.3 — Avaliagcdo microbiolégica de queijos Minas Frescal produzidos pelo

processamento de Ultrafiltracao.

Estafilococos Coliformes L
Amostra cgzg:ﬂ::e termo;glsrcantes Salmonella monocytogenes
(UFC/g) (NMP/g)* (em 25 g) (em 25 g)
UF1 <102 <3 Ausente Ausente
UF2 <102 <3 “ “
UF3 <102 <3 “ “
UF4 <102 <3 “ “
UF5 <102 <3 “ “
UF6 <102 210 “ “
UF7 <102 4 “ “
UF8 <102 >1100 “ “
UF9 <102 4 “ “
UF10 <102 <3 “ “
UF11 <102 <3 “ “
UF12 <102 <3 “ “
UF13 <102 <3 “ “
UF14 <102 <3 “ “
UF15 <102 > 1100 “ “
UF16 <102 <3 “ “
UF17 <102 <3 “ “
UF18 <102 <3 “ “
UF19 <102 8,7 “ “
UF20 <102 <3 “ “
UF21 <102 <3 “ “
UF22 <102 <3 “ “
UF23 <102 <3 “ “
UF24 <102 <3 “ “
UF25 <102 > 1100 “ “
UF26 <102 <3 “ “
UF27 <102 <3 “ “
UF28 <102 <3 “ “
UF29 <102 <3 “ “
UF30 <102 <3 “ “
UF31 <102 <3 “ “
LMEL? 5x10? 5x10° Auséncia Auséncia
? Limite Maximo Estabelecido por Legislacdo (Resolugdo — RDC n%12 da ANVISA, de 2 de
jan. de 2001).

e} NMP/g foi verificado conforme a tabela 1 (3 tubos cada) do apéndice do Bacteriological
Analytical Manual Online (Garthright, 1998)



