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RESUMO

MATA, Gardénia Marcia Silva Campos, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, janeiro
de 2009. Comparacdo de métodos para pesquisa de Salmonella sp. e Listeria
sp. e avaliacdo microbiana e fisico-quimica em queijo Minas artesanal.
Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-orientadores: Claudia Lucia de
Oliveira Pinto e Antdnio Fernandes de Carvalho.

Os objetivos desta pesquisa foram comparar o0 método convencional de deteccdo
de Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Listeria sp. com métodos rapidos para
andlise de queijo Minas artesanal e verificar a sobrevivéncia de Listeria innocua a
maturacdo. Além disso, objetivou-se avaliar o produto quanto a contagem de bactérias
laticas, a contaminacgdo por bactérias do grupo coliformes e determinar caracteristicas
fisicas e fisico-quimicas. Foram coletadas 48 unidades amostrais de queijo Minas
artesanal da regido do Serro-M.G., dentre estas: 12 provenientes de seis produtores
cujas propriedades eram cadastradas no Instituto Mineiro de Agropecuaria — IMA, que
foram maturadas sob refrigeracdo na embalagem original a vacuo e avaliadas com 37
dias e 69 dias; 20 provenientes de duas propriedades ndo cadastradas no IMA e 16
provenientes de uma propriedade cadastrada, que foram maturadas a temperatura
ambiente e analisadas antes e ap0s 60 dias. Leite cru artificialmente contaminado com
L. innocua, na concentracdo de 10 UFC/mL, foi utilizado para a fabricagcdo de 15
unidades amostrais de queijo Minas artesanal. A sobrevivéncia dessa bactéria durante a
maturacdo por 5, 15, 30, 45 e 60 dias foi verificada. As unidades amostrais
artificialmente contaminadas ou ndo (n = 63) foram analisadas pelo método
convencional, imunoanalitico VIDAS®-SLM e molecular PCR-BAX® quanto a

presenca de Salmonella sp. Unidades amostrais ndo contaminadas (n = 48) foram
XVi



avaliadas pelo método convencional e imunoanalitico VIDAS®-LMO quanto & presenca
de L. monocytogenes, enquanto unidades amostrais artificialmente contaminadas (n =
15) foram analisadas pelo método convencional e imunoanalitco Lateral Flow System™
quanto a presenca de Listeria sp. O desempenho dos métodos rapidos foi determinado
com base no indice de concordancia kappa e nos valores de sensibilidade,
especificidade, acurdcia, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo
(VPN). Os resultados da microbiota latica, populacdo de coliformes totais e
termotolerantes e analises fisicas e fisico-quimicas das 63 unidades amostrais foram
submetidos a analise de variancia ou regressdo linear com 5 % de significancia.
Salmonella sp. ndo foi constatada pelo método convencional e pelo método de PCR-
BAX®, mas foi verificada em 3,17 % das unidades amostrais avaliadas pelo VIDAS®-
SLM. O coeficiente de concordancia kappa e a sensibilidade nao foram determinados, a
especificidade e acurécia de 96,83 %, o VPP de 0 % e o VPN igual a 100 % ao
comparar 0 método VIDAS®-SLM com o método convencional. A presenca de L.
monocytogenes nao foi detectada pelos métodos avaliados. L. innocua foi detectada em
13 das 15 unidades amostrais analisadas nos tempos de maturacdo avaliados. O método
Lateral Flow System™ apresentou kappa de 0,30, sensibilidade de 61,54 %,
especificidade de 100 %, acurdcia de 66,67 %, VPP de 100 % e VPN igual a 28,57 %
comparado ao método convencional. Observou-se reducdo da populacdo de coliformes
totais e termotolerantes a valores aceitaveis pela legislacdo e reducdo média de 2 ciclos
log na contagem de bactérias laticas ao final de 60 dias de maturacdo sob temperatura
ambiente. As caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de queijos maturados em
embalagens a vacuo e sob refrigeracdo, em geral, foram mantidas o que ndo foi
observado nos queijos maturados fora da embalagem e a temperatura ambiente. O
método de PCR-BAX® para a pesquisa de Salmonella sp. e VIDAS®-LMO para a
pesquisa de L. monocytogenes apresentaram resultados semelhantes aos apresentados
pela metodologia convencional. Salmonella sp. e L. monocytogenes ndo foram
recuperados nas unidades amostrais avaliadas. O periodo de maturagdo minimo de 60
dias para maturagdo do queijo Minas artesanal, exigido pela Lei Estadual 14.185, néo
foi suficiente para garantir seguranga microbioldgica quando queijos foram produzidos

com leite cru artificialmente contaminado com L. innocua.
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ABSTRACT

MATA, Gardénia Marcia Silva Campos, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa,
january 2009. Comparison of methods for research of Salmonella sp. e Listeria
sp. and microbial and physical-chemistry evaluation in artisanal Minas
cheese. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-advisers: Claudia Lucia de
Oliveira Pinto and Antdnio Fernandes de Carvalho.

The objectives of this research had been to compare the conventional method of
detention of Salmonella sp., Listeria monocytogenes and Listeria sp. with fast methods
for analysis of artisanal Minas cheese and to verify the survival of Listeria innocua to
the maturation. Moreover, it was objectified to evaluate the product in relation to the
counting of lactic bacteria, the contamination by bacterias from the coliform group and
to determine physical and physical-chemistries characteristics. Forty eight sample units
of artisanal Minas cheese had been collected of the region of Serro-MG, amongst these:
12 proceeding ones from six producers whose properties were registered in Instituto
Mineiro de Agropecuéaria-IMA, that had been matured under refrigeration in the original
packing to the vacuum and evaluated with 37 and 69 days; 20 proceeding from two
properties not registered in IMA and 16 proceeding ones from a registered property, that
had been matured at ambient temperature and analyzed before and after 60 days. Raw
milk artificially contaminated with L. innocua, in the concentration of 10 UFC/mL, was
used for the manufacture of 15 sample units of artisanal Minas cheese. The survival of
this bacteria during the maturation for 5, 15, 30, 45 and 60 days was verified. The
sample units artificially contaminated or not (n = 63) had been analyzed by the
conventional method, immunoanalytical VIDAS®-SLM and molecular PCR-BAX® in

relation to the presence of Salmonella sp. Sample units not contaminated (n = 48) had
XViii



been evaluated by the conventional method and immunoanalytical VIDAS®-LMO in
relation to the presence of L. monocytogenes, while sample units artificially
contaminated (n = 15) had been analyzed by the conventional method and
immunoanalytical Lateral Flow System™ in relation to the presence of Listeria sp. The
performance of the fast methods was determined based on the Kappa agreement index
and in the values of sensitivity, specificity, accuracy, positive predictive value (PPV)
and negative predictive value (NPV). The results of lactic microbiota, total and
thermotolerant coliform population and physical and physical-chemistries analyses of
the 63 sample units had been submitted to the analysis of variance or linear regression
with 5 % of significance. It was not evidenced Salmonella sp. by the conventional
method and the method of PCR-BAX®, but it was verified in 3,17 % of the sample units
evaluated by VIDAS®-SLM. The Kappa agreement index zero and the sensitivity were
not determined, the specificity and accuracy of 96,83 %, the PPV of 0 % and NPV equal
100 % when comparing VIDAS®-SLM method with the conventional method. The
presence of L. monocytogenes was not detected by the evaluated methods. L. innocua
was detected in 13 of the 15 sample units analyzed in the evaluated times of maturation.
The Lateral Flow System™ method presented Kappa of 0,30, sensitivity of 61,54 %,
specificity of 100 %, accuracy of 66,67 %, PPV of 100 % and NPV of 28.57 %
compared with the conventional method. Reduction of the population of total and
thermotolerant coliforms was observed at acceptable values for the legislation and
average reduction of 2 cycles log in the counting of lactic bacteria to the end of 60 days
of maturation under ambient temperature. The physical and physical-chemistries
characteristics of matured cheeses in vacuum packages and under refrigeration, in
general, had been kept what it was not observed in the matured cheeses out of the
packages and to the ambient temperature. The PCR-BAX® method for the research of
Salmonella sp. e VIDAS®-LMO for the research of L. monocytogenes had presented
similar results to the presented ones for the conventional methodology. Salmonella sp. e
L. monocytogenes had not been recovered in the sample units evaluated. The minimum
period of maturation of 60 days for the artisanal Minas cheese, demanded for State Law
14,185, was not enough to guarantee microbiological security when cheeses had been
produced with raw milk artificially contaminated with L. innocua.
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1. INTRODUCAO

O estado de Minas Gerais € o maior produtor de queijos do Brasil. Grande parte
dessa producdo é de queijo Minas artesanal, feito a partir do leite cru e produzido
especialmente nas regides do Serro, Canastra, Araxa e Cerrado. A partir da Lei Estadual
14.185 de 31 de janeiro de 2002, a producdo do queijo artesanal foi regulamentada no
estado de Minas Gerais.

Devido a grande heterogeneidade na produ¢do do queijo Minas artesanal, além
de ser realizada por uma parte significativa de pequenos produtores que ndo adotam as
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), a seguranca microbioldgica desse produto é um
motivo de preocupacdo. Alguns estudos ja demonstraram que o periodo de maturagdo
de 60 dias exigido para comercializacdo do queijo ndo é suficiente para inativar alguns
patdgenos como Escherichia coli enteropatogénica classica (EPEC), Salmonella sp. e
Listeria monocytogenes.

Alterac6es fisico-quimicas que acontecem durante a maturacdo do queijo Minas,
como reducdo da atividade de agua e do pH, aumento do percentual de cloretos e a
presenca da microbiota competidora, como bactérias laticas e coliformes, podem levar a
injuria de patdgenos eventualmente presentes no queijo e dificultar sua deteccéo pelos
métodos microbiolégicos convencionais.

Ainda que alguns estudos demonstrem a eficiéncia do método convencional de
analise microbioldgica para a deteccdo de patdogenos e de procedimentos que melhoram
a adequacdo da técnica, a busca por métodos rapidos, sensiveis e seguros para a
deteccdo de patdgenos em alimentos € uma area de pesquisa essencial para enfrentar a

agilidade que o mercado atual exige. Dentre 0s novos metodos, se destaca a pesquisa de

1



Salmonella sp., Listeria monocytogenes e de Listeria sp. por imunoanalise e por Reacao
da Polimerase em Cadeia (PCR). Essas técnicas permitem a detec¢do de populagdes
baixas dos contaminantes no alimento em um periodo de 24 a 48 horas, enquanto as
técnicas convencionais de deteccdo em meios de cultura seletivos demandam de quatro
a seis dias. Entretanto, algumas questdes ainda impedem a adocdo rotineira destas
metodologias, entre elas, pouco conhecimento da eficicia da técnica em alimentos
especificos, o alto custo do investimento e procedimentos padronizados de preparo da
amostra.

A anélise microbioldgica do queijo Minas artesanal por métodos de triagem
pode contribuir para acelerar e simplificar a deteccdo de patdgenos, no intuito de
rastrear as condicOes de higiene em que foi processado e 0s provaveis riscos a saude do
consumidor. A andlise fisico-quimica do queijo Minas artesanal também permite avaliar
como as caracteristicas intrinsecas desse alimento podem interferir na sobrevivéncia de
microrganismos patogénicos.

Os objetivos desta pesquisa foram os de:

- Comparar os métodos rapidos com métodos convencionais para a deteccdo de
Salmonella sp. e de Listeria sp. e, com base nos resultados, indicar o método mais
adequado para pesquisa destes patdgenos;

- Avaliar a presenca de Salmonella sp. e de L. monocytogenes e a sobrevivéncia de
Listeria innocua durante a maturacdo do queijo Minas artesanal;

- Estabelecer caracteristicas microbiol6gicas e fisico-quimicas do queijo Minas

artesanal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia do queijo Minas artesanal

A industria de queijos ocupa lugar de destaque na economia global sendo que a
producdo mundial anual prevista para 2008 foi de 14.501 milhGes de toneladas. O maior
produtor de queijo séo os Estados Unidos, que contribuem com aproximadamente 26 %
da producdo mundial. O Brasil ocupa a sétima posi¢do entre os principais paises
produtores de queijos com 460 mil toneladas anuais (EMBRAPA, 2008 a).

Queijos artesanais, feitos a partir do leite cru, sdo apreciados em todo 0 mundo e
possuem elevado potencial econdémico. Na Franca, 20 % da producdo total de queijos no
ano de 1997, foram representadas pelo produto artesanal (DE BUYESER, 2001).

No Brasil, o estado de Minas Gerais coloca anualmente no mercado, 215 mil
toneladas de queijos, o que representa quase metade de todo o queijo que o brasileiro
consome (GLOBO RURAL, 2002 apud ARAUJO, 2004). Segundo Rezende (2004),
grande parte do leite produzido em Minas Gerais é destinado a producdo de queijos
artesanais, feitos a partir do leite cru.

A importancia da producgéo artesanal de queijos estd na funcéo social, econdmica
e cultural que ela representa para o estado de Minas Gerais e para o Brasil. A produgéo
de queijo Minas artesanal mantém no campo, cerca de 30 mil familias de pequenos
produtores como principal fonte de renda (ARAUJO, 2004). De acordo com dados da
Empresa de Associacdo Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais -
EMATER-MG (2008) sdo 8.952 mil produtores de queijo Minas artesanal em, pelo



menos, 519 dos 823 municipios mineiros, com uma produgao anual em torno de 26 mil
toneladas.

Historicamente, a forma artesanal de produzir queijos é praticada no Brasil
desde o século XVIII, sendo as técnicas trazidas e desenvolvidas na regido pelos
imigrantes europeus (IEPHA, 2008). O queijo Minas artesanal é fabricado a partir do
leite cru de bovinos adicionados do coalho e do fermento natural ou “pingo”. O
fermento natural € uma pequena por¢do do soro fermentado obtido do dessoramento de
queijos produzidos no dia anterior (BRANT et al., 2007). Especialistas consideram que
0 sabor caracteristico do queijo Minas artesanal é especifico da localidade em que foi
produzido, sendo resultado da soma de fatores como clima, solo, temperatura,
pastagens, genética do gado, origem do coalho e do fermento natural e técnicas
especificas de producdo (IEPHA, 2008).

Atualmente existem quatro regibes produtoras bem caracterizadas pela
EMATER, abrangidas pela Lei Estadual 14.185, localizadas nas regiGes montanhosas

de Minas Gerais, conhecidas como Serro, Araxa, Canastra e Cerrado (EMATER, 2008).
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Esforcos tém sido feitos para estimular a valorizagdo de produtos tradicionais no
intuito de ampliar a competitividade no mercado. Situacdo semelhante pode ser
identificada em paises da Europa onde existe forte tendéncia na certificacdo de produtos
agroalimentares. Os termos Denominacdo de Origem Protegida (DOP), Indicacédo
Geografica Protegida (IGP) e Especialidade Tradicional Garantida (ETG) encontram-se
em alta e foram criados por meio dos Regulamentos da Comunidade Européia (CE) n°
509/2006 e n°. 510/2006.

No Brasil, grande passo no sentido de capacitar e regulamentar a producéo do
queijo Minas artesanal foi dado em janeiro de 2002, pelo governador do estado, Itamar
Franco, por meio da Lei Estadual n° 14.185. Outra a¢do importante foi o registro do
processo de fabricacdo do queijo Minas artesanal como patriménio cultural e imaterial
brasileiro pelo Conselho Consultivo do Instituto do Patriménio Histdrico e Artistico do
Estado de Minas Gerais — IPHAN em 15 de maio de 2008 (GLOBO.COM, 2008).

2.2. Seguranca microbioldgica de queijos produzidos a partir do leite cru

Apesar da simplicidade do processo de fabricacdo, a producdo de queijo
artesanal ndo fica livre da globalizacdo que exige critérios rigorosos de seguranca
alimentar (MACHADO, 2004).

Diante disso, Lei Estadual 14.185 prevé a obrigatoriedade da certificacdo do
rebanho de acordo com as normas do Programa Mineiro de Incentivo a Certificacdo de
Origem e/ou Qualidade dos Produtos da Bovinocultura (CERTIBOV) e certificacdo das
condigdes de higiene das queijarias de acordo com recomendacdes do Instituto Mineiro
de Agropecuéria (IMA) no intuito de se estimular a ado¢éo das BPF em todo o processo
de fabricacdo, desde a ordenha do leite até a embalagem dos queijos. Os produtores de
queijo Minas artesanal das regides caracterizadas pela EMATER e pela Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) contam com a assisténcia do
Programa Queijo Minas Artesanal, apoiado pelo IMA e EMATER, destinado a melhoria
da qualidade do produto. Até outubro de 2008, 87 produtores estavam cadastrados no
IMA e a meta era de alcancar 100 produtores de queijo Minas artesanal certificados ou
cadastrados até o final do mesmo ano (CORDEIRO, 2008). Apesar dos esfor¢os, um

motivo de preocupagdo ainda é a adequacdo da infra-estrutura das agroindustrias de



producdo artesanal dos produtores familiares associado & falta de capital para
investimento (ARAUJO, 2004; MASCARENHAS, 2008).

Um dos grandes problemas enfrentados para garantir a qualidade do queijo
Minas artesanal é a fabricacdo a partir do leite cru. Tal fato é altamente compreensivel,
quando se estima que 30 % da produgdo de leite in natura no Brasil ainda séo
comercializadas informalmente (EMBRAPA, 2008 b). Para os produtores, a matéria-
prima crua é a principal responsavel pelo sabor e manutencdo das caracteristicas que
garantem a aceitacdo do produto (BRANT et al., 2007). Para estudiosos, 0 queijo
produzido artesanalmente pode funcionar como veiculo de agentes patogénicos,
principalmente quando as técnicas produtivas ndo se adequam as BPF (COLAK et al.,
2007).

Outro ponto de atencdo é a maturacdo do queijo, considerada a etapa final no
processo de fabricacdo do queijo Minas artesanal, a qual confere as caracteristicas
sensoriais apresentadas pelo produto, muitas vezes é utilizada como forma de assegurar
boa aceitacdo do produto do ponto de vista microbiologico, de acordo com limites
estabelecidos pela legislacdo vigente. A Lei Estadual estabelece o prazo de 60 dias de
maturacdo para comercializacdo do queijo artesanal no estado de Minas Gerais e a
legislagdo federal, representada pela Portaria n® 146/1996 e Resolugdo n°. 7/2000
estabelece 0 mesmo periodo de maturacdo de queijos produzidos com leite cru para
comercializacdo entre diferentes estados brasileiros.

Queijos fabricados a partir de leite que ndo é submetido a tratamento térmico
apresentam maior risco de veicular microrganismos patogénicos e constituem questdo
importante de saude publica (BRANT et al.,, 2007). Um exemplo que ilustra a
preocupacdo da fabricacdo de queijos com o leite cru é demonstrado nos resultados de
Loncarevic et al. (1995) que verificaram que a ocorréncia de L. monocytogenes em
queijos feitos a partir do leite cru foi de 42 % enquanto essa ocorréncia foi de 2 % em
queijos feitos com leite pasteurizado. Leite cru também pode carrear agentes zoon6ticos
preocupantes que nao sdo pesquisados freqiientemente como espécies de Toxoplasma
(GARCIA et al., 1999), Micobacterium (ABRAHAO et al., 2005) e Brucella (RAMOS
et al., 2008), entre outros.

Por serem alimentos ricos nutricionalmente, derivados de leite, particularmente
0s queijos, constituem ambiente propicio para a multiplicagdo microbiana inclusive de
patdgenos como Salmonella sp. e L. monocytogenes que estdo envolvidos em diversos

casos de infecgdo humana associados ao consumo de alimentos. Na Franca, do total de

6



surtos de doencas de origem alimentar, Salmonella sp. foi responsavel por 49,2 % deles,
sendo que 1,8 % relacionaram-se ao consumo de leite e derivados, no periodo de 1988 a
1997 (DE BUYESER et al.,, 2001). No Brasil, segundo dados da Secretaria de
Vigilancia a Saude, do total de surtos notificados ocorridos entre 0s anos de 1999 a
2007, 276 casos relacionaram-se ao consumo de leite e derivados e do total de surtos
bacterianos, 42,2 % dos casos estavam associados a presenca de Salmonella sp.
(CARMO, 2007).

Alguns estudos apontam Salmonella sp. e L. monocytogenes como agentes
patogénicos encontrados em queijos artesanais, produzidos a partir do leite cru (Quadro
1).

Quadro 1. Ocorréncia de Salmonella sp. e L. monocytogenes em queijos produzidos

com leite cru em diversos paises.

Tipo de N° de Microrganismo | Ocorréncia Pais Referéncia
Queijo amostras
Artesanal 142 L. monocytogenes | 13 (9,2 %) | Turquia Arslan &
Ozdemir
(2008)
Tulum 250 Salmonella sp. 6(2,4%) | Turquia | Colaketal.
L. monocytogenes | 12 (4,8 %) (2007)
Minas 37 Salmonella sp. 7 (18,9 %) Brasil Araljo
artesanal (2004)
Tetilla 24 L. monocytogenes | 2 (8,3%) | Espanha | Menéndez et
al. (2001)
White 30 Salmonella sp. 13 (43,3 %) | Franca Loncarevic
moulds + et al. (1995)
Smear

Em alimentos, a multiplicacdo desses patdgenos esta relacionada as condigdes de
fabricacdo, maturacéo e estocagem. Apesar de fatores como natureza e atividade de
culturas acidofilicas, producdo de compostos antagonistas e alteracGes fisico-quimicas
como pH, atividade de 4gua e concentracdo de sais, que ocorrem ao longo da maturacao
de queijos, influenciarem a multiplicacdo de muitos microrganismos, patégenos podem
sobreviver (SALVI10, 1993; PINTO, 2008).
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Salvio (1993) constatou que E. coli enteropatogéncia classica-EPEC foi capaz de
sobreviver apos 60 dias de maturacdo de queijo Minas nas temperaturas de refrigeracéo
e a 12 °C. A sobrevivéncia de L. monocytogenes foi confirmada aos 42 dias de
maturacdo de queijos feitos com leite cru de caprinos, um queijo tradicional francés, e
inoculados com 10* UFC/mL do referido patégeno (MORGAN et al., 2001). Em queijo
tradicional de Portugal, feito a partir do leite cru de ovelhas, foi verificado aumento
significativo na contagem de L. monocytogenes durante 42 dias de maturagédo
(GAMEIRO et al., 2007). L. monocytogenes também aumentou em nimero durante a
fabricacdo e maturagédo do queijo tipo Camembert, feito a partir de leite cru de bovinos
(LINTON et al., 2008).

Em razdo do grande risco para os consumidores, a elaboracao de queijos a partir
de leite cru vem sendo abandonada em alguns paises da Europa e substituida pela forma
semi-artesanal, envolvendo a pasteurizagdo do leite, adocdo de outros processos de
conservacao e a adequacdo as boas praticas de fabricacdo a partir da substituicdo de
equipamentos tradicionais por outros modernos (MANOLOPOULOU et al., 2003;
LINTON et al., 2008).

2.3. Método convencional versus métodos rapidos para pesquisa de Salmonella sp.

e Listeria sp. em alimentos

Em funcdo da grande preocupacdo com as doencas de origem alimentar,
métodos de pesquisa de microrganismos patogénicos sdo constantemente desenvolvidos
e avaliados. No Brasil, assim como em alguns outros paises, como os Estados Unidos,
patdgenos como Salmonella sp. e L. monocytogenes devem estar ausentes em 25 g de
alimento analisado (BRASIL, 2001). Isso significa que baixo numero de patégeno deve
ser detectado de forma répida e segura para evitar prejuizos e repercussdes legais
gerados por episadios de alimentos contaminados.

A adocdo de determinado método de analise depende de vérios fatores que
devem ser considerados, como 0 tempo gasto para obtencdo dos resultados, a
praticidade da técnica, o custo dos reagentes, o limite de deteccdo, a precisdo, a
sensibilidade, a especificidade, a acuracia da técnica, dentre outros. A pesquisa de
microrganismos em alimentos é constituida basicamente das seguintes etapas: coleta e

manutencdo das amostras de acordo com um plano de amostragem, realizacdo das
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analises e interpretacdo dos resultados, de acordo com os padres de identidade e
qualidade de cada produto previsto em legislagdes vigentes e emisséo do laudo.

Existem varios 0rgdos internacionais que recomendam o0s procedimentos
convencionais oficiais para analise microbiolégica em alimentos como a ISO
(Organizacdo Internacional de Padronizacdo), BAM/FDA (Administragdo de
Medicamentos dos Estados Unidos) e MLG/FSIS/USDA (Laboratério Microbioldgico
do Servico de Inspecéo e Protecdo de Alimentos do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos). No Brasil, as técnicas oficiais para analise microbiologica de
alimentos de origem animal, incluindo a pesquisa de Salmonella sp. e L. monocytogenes
séo ditadas pela Instrugdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003.

A analise microbiol6gica convencional para pesquisa de Salmonella sp. e L.
monocytogenes em alimentos se baseia em etapas de enriquecimento seguidas de
selecdo de colbnias tipicas em meios de cultura seletivos. De posse das col6nias com as
caracteristicas tipicas do microrganismo em questéo, realizam-se provas morfoldgicas,
bioquimicas e sorologicas (ANDREWS et al., 2001; DONNELLY e RYSER, 2001;
BRASIL, 2003; SILVA et al., 2007).

Embora confidveis e considerados oficiais, os metodos convencionais de
deteccdo de microrganismos em alimentos demandam muito tempo para obtengdo dos
resultados. Além disso, devido a fatores ambientais, variacdes na expressdo génica dos
microrganismos podem ocorrer e afetar o poder discriminatério dos testes bioguimicos.
Outro problema sdo as células viaveis ndo-cultivaveis, que ndo sdo detectadas na
metodologia convencional (FARBER et al., 2001; MALORNY et al., 2003; MARIN et
al., 2006).

A busca por metodologias rapidas ou alternativas para a detec¢do de patdgenos
em alimentos é uma area de pesquisa crescente e essencial para enfrentar a agilidade
que o mercado atual exige. Técnicas modernas de analise economizam tempo além de
serem reprodutiveis e confidveis. Dentro de uma economia globalizada, essas técnicas
constituem uma ferramenta importante que agiliza a obtencéo de resultados e possibilita
que lotes de alimentos sejam fornecidos ao consumo em um tempo menor,
representando assim, diminuicdo das perdas e gastos no armazenamento de produtos
alimenticios (MALORNY et al., 2003).

Dentre os novos métodos rapidos, se destaca a andalise de patdgenos, em

especial, Salmonella sp. e Listeria sp., por meio da imunoandlise e da Reacdo da



Polimerase em Cadeia-PCR (FRANCO, 2000). Na Tabela 1 estdo ilustradas algumas
caracteristicas dos métodos de detec¢do de patdgenos em alimentos.

Tabela 1. Caracteristicas dos métodos de deteccdo de Salmonella sp. e Listeria sp.

Método Limite de deteccao Tempo para Especificiade
(UFC/ mL ou g) resultado
Convencional 1UFCem25¢g 4-6 dias Boa
Imunolégico 10° 1-2 horas Moderada/Boa
PCR 10° 6-12 horas” Excelente

“Apo6s procedimento de enriquecimento.
Fonte: Adaptado de Boer e Beumer (1999).

O processo de validacdo de um método rapido é muito trabalhoso e, de forma
geral, baseia-se nas seguintes etapas (MALORNY et al., 2003):

1 - Pesquisa de dados epidemioldgicos dos principais microrganismos
envolvidos em doengas de origem alimentar;

2 - Levantamento e avaliacdo de técnicas de preparacdo de amostra de acordo
com a matriz usada;

3 - Comparacgédo experimental da eficiéncia dos protocolos estabelecidos com
respeito a desempenho para uso diagnostico;

4 - Validacdo do melhor protocolo por meio da comparacdo estatistica com a
metodologia convencional oficial, e avaliacdo por estudos colaborativos envolvendo
varios laboratdrios. Nesses estudos, a preferéncia é dada para amostras de alimentos
naturalmente contaminados. Resultados obtidos com amostras contendo baixa
contaminacdo sdo utilizados desde que haja uma forte evidéncia de que nimeros
elevados de células sdo necessarios para produzir resultados positivos.

5 - Preparacdo de padrbes de acordo com formatos aceitos por organizacGes
internacionais de padronizacgéo e validagdo como a Organizacdo Européia de Validacéo
de Certificacdo (MICROVAL), Compilacdo Eletronica de Métodos Analiticos da
AOAC (e-CAM), Associagédo Francesa de Normalizagdo (AFNOR).

Embora os métodos rapidos sejam comprovadamente eficientes, muitos com
protocolos verificados e validados ainda s&o utilizados como testes presuntivos no inicio

das analises, no intuito de agilizar a liberacdo de lotes na industria quando os resultados
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sdo indicativos de auséncia de patdgenos. Em caso de presenca de patdgeno, o método
convencional deve ser utilizado para confirmagéo.

Observam-se na literatura varios estudos em que meios de culturas séo
desenvolvidos e avaliados no intuito de melhorar a eficicia das metodologias utilizadas
na pesquisa de patégenos em alimentos, além de estudos de comparacéo entre métodos
convencionais e rapidos. Gunasinghe et al. (1994) avaliaram a deteccdo de L.
monocytogenes em 52 produtos carneos usando os meios de cultura Oxford e Palcam e
consideraram o agar Palcam mais efetivo para o isolamento de colbnias tipicas do
patdgeno alvo. A avaliacdo do Agar Listeria Ottavani & Agosti (ALOA), desenvolvido
para o isolamento seletivo e diferencial de L. monocytogenes, resultou em 13,9 % de
resultados falso-negativos quando comparado aos 38,9 % apresentados pelos meios agar
Palcam e Oxford (VLAEMYNCK et al., 2000). Leclercq (2004) concluiu que nenhum
dos meios seletivos Oxford, Palcam, Rapid’L.mono e ALOA recuperou todas as 176
estirpes de L. monocytogenes isoladas de humanos e de amostras de alimentos
avaliadas. Aragon-Alegro et al. (2008) avaliaram 120 amostras de alimentos sendo que,
das 151 col6nias tipicas de L. monocytogenes em CHROMagar™, apenas 95 (62,9 %)
foram confirmadas.

O métodos rapido VIDAS®-ICS e o &gar semi-slido Rappaport-Vassiliadis
modificado (MSRV) foram avaliados para a deteccdo de Salmonella sp. em amostras de
carne de frango artificialmente contaminadas e renderam resultados idénticos ao método
convencional (DE MEDICI et al., 1998). Quando os trés métodos foram avaliados em
amostras artificialmente contaminadas inoculadas com cultura mista de Salmonella sp. e
microrganismos competidores, 0 método MSRYV apresentou resultados melhores do que
a metodologia convencional.

Schoénenbricher et al. (2008) compararam os métodos ISO 6579:2002 com o
método oficial europeu ESTRONDO EN 12824:1998 para a pesquisa de Salmonella sp.
Trés meios de cultura cromogénicos novos ASAP (AES Salmonella Agar Plate), OSCM
(Oxoid Salmonella Chromogem Media) e MM (Miller-Mallinson) foram comparados
com os meios de cultura tradicionais BGA (Agar Verde Brilhante), XLD (Agar Xilose
Lisina Desoxicolato) e XLT4 (Agar Xilose Lisina Tergitol 4) na recuperacio de 36
isolados de Salmonella. Os resultados indicaram que apenas no agar MM foi possivel
visualizar col6nias tipicas de Salmonella de todos os isolados, entretanto ndo se

observou diferencga significativa entre os métodos avaliados.
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Silva et al. (2008) ao compararem trés caldos de enriquecimento seletivos
diferentes: Rappaport-Vassiliadis (RV), Selenito Cistina (SC) e Tetrationato de Muller-
Kauffmann (MKT) para isolamento de Salmonella Dublin de material fecal de bezerro
experimentalmente infectado encontraram que o caldo SC foi, significativamente (p <
0,05), mais eficiente no isolamento desse sorotipo de Salmonella.

O principio de deteccdo de microrganismos por meio de imunoanélise baseia-se
na interacdo entre antigenos e anticorpos (THOMASON, 1971; DUFFEY et al., 1992)
e, entre as técnicas imunologicas, as imunoenzimaticas se destacam. Elas utilizam
anticorpos policlonais ou monoclonais marcados com enzima cromogénica (REIS et al.,
2001). Os anticorpos policlonais s&o uma mistura complexa de anticorpos distintos
produzidos em funcdo do contato com um agente patogénico. O imunosoro obtido é
sempre constituido por uma mistura de anticorpos dirigidos contra os diferentes
epitopos do antigeno, produzidos por diferentes linhagens de linfécitos B. J& os
anticorpos monoclonais surgem de um Unico linfécito B que é clonado, produzindo
sempre 0S mesmos anticorpos, em resposta a um agente patogénico. Estes anticorpos
apresentam-se iguais entre si em estrutura, especificidade e afinidade ligando-se ao
mesmo epitopo no antigeno. As enzimas cromogénicas mais utilizadas nesses testes séo
a fosfatase alcalina, a peroxidase e a B-galactosidase. A interacdo entre 0 substrato e a
enzima cromogénica resulta no desenvolvimento de cor. Substratos fluorogénicos
também podem ser empregados e mensurados diretamente pela quantidade de
fluorescéncia (BOER e BEUMER, 1999).

Os imunoensaios podem ser classificados como homogéneos ou heterogéneos.
No ensaio homogéneo os anticorpos ndo ligados ndo sdo separados dos ligados e o
complexo antigeno-anticorpo formado € diretamente visualizado ou mensurado. Ja no
imunoensaio heterogéneo, os anticorpos marcados sdo imobilizados em suporte sélido,
geralmente poliestireno e, ap6s a adi¢do da amostra e incubacdo, 0s anticorpos ligados
sdo separados dos anticorpos néo ligados por sucessivas lavagens (BOER e BEUMER,
1999).

A maior especificidade da imunoanalise é dada em funcdo do tipo de reacdo
realizada que pode ser do tipo sanduiche direto, sanduiche indireto, competicdo e
imunocaptura, dependendo da pesquisa efetuada (MANUAL DO KIT VIDAS®
BIOLAB-MERIEUX, 2007). Os antigenos pesquisados sdo o0s somaticos (O),
capsulares (Vi) e flagelares (H) no caso de Salmonella sp. e somaticos e flagelares no
caso de L. monocytogenes (ROBIN et al., 2005; SILVA et al., 2007).
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O sistema qualitativo de reaces imunoenziméaticas VIDAS® (Viteck Imumuno
Diagnostic Assay System, Biolab-Mérieux, Franga) utiliza uma mistura de anticorpos
monoclonais de captura de grande afinidade e permite a deteccdo de antigenos pela
técnica ELFA (Ensaio com enzima ligada a composto fluorescente). A presenca do
microrganismo é confirmada pela formacao da reacdo tipo sanduiche entre o anticorpo
ligado ao antigeno, que por sua vez é ligado ao anticorpo marcado com a enzima
fosfatase alcalina. A enzima fosfatase alcalina hidrolisa o substrato 4-metil umbeliferil
fosfato presente no meio que se transforma em umbeliferona emitindo fluorescéncia a
450 nm quando excitado a 370 nm. Os testes sdo, portanto, mais sensiveis visto que a
minima formacédo do hidrolisado produz sinais de fluorescéncia detectaveis (MANUAL
DO KIT VIDAS® Biolab-Mérieux, 2007).

Vaz-Velho et al. (2000) avaliaram, comparativamente, a metodologia mini-
VIDAS®-LMO e a convencional na pesquisa de L. monocytogenes num total de 295
amostras ambientais e de peixe e encontraram 96 % de especificidade e 73 % de
sensibilidade para o método rapido.

Walker et al. (2001) analisaram comparativamente, o0 método convencional e o
imunologico para a deteccdo de Salmonella sp. em tanques na linha de processamento
de leite utilizando-se swabs para coleta de amostras e encontraram uma concordancia de
97,5 %, sem diferenca estatisticamente significativa entre os resultados das duas
técnicas e concluiram que a técnica imunoldgica possui algumas vantagens em relacao a
técnica convencional como maior rapidez e com especificidade e sensibilidade
comparaveis.

O sistema de imunoanalise Mini-VIDAS® foi usado para a triagem da presenca
de L. monocytogenes em amostras de ambiente e de diferentes alimentos
comercializados em Portugal. As amostras com resultados positivos foram analisadas
nos meios de cultura LMBA, Palcam e Oxford para avalia¢cdo de desempenho. Do total
de 445 amostras avaliadas, 29 (6,5 %) estavam contaminadas com L. monocytogenes,
segundo 0 método Mini-VIDAS®. O agar Palcam e o Oxford confirmaram 41,38 % das
amostras positivas no Mini-VIDAS® enquanto o 4gar LMBA demonstrou melhor
desempenho na recuperagédo de L. monocytogenes ao confirmar 96,55 % dos resultados
positivos no método imunoanalitico (PINTO et al., 2001).

Yeh et al. (2002) avaliaram 257 esponjas de amostras de carcagas de porco
quanto & presenca de Salmonella sp. pelo método VIDAS®-SLM e pelo método

convencional de isolamento. Por ambos os métodos foram detectados 18 resultados
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positivos sendo que apenas pelo método VIDAS®-SLM foram detectadas quatro
amostras positivas adicionais. Desde que nenhum resultado falso-negativo ocorreu a
especificidade do método VIDAS®-SLM foi de 98 % e a sensibilidade foi de 100 %.

No estudo de Von Rickert (2006) em que se avaliou a contaminacéo de frangos
durante o abate por Salmonella sp., observou-se diferenca estatistica com um qui-
quadrado de 8,72 (p < 0,01) entre os resultados obtidos pelo método imunoanalitico e
pelo método microbiologico convencional. A odds ratio encontada foi de 3,34, ou seja,
a chance de uma amostra contaminada por Salmonella sp. ser detectada pelo método
imunoanalitico foi 3,34 vezes superior do que pelo método convencional.

Vieira-Pinto et al. (2007) avaliaram comparativamente o método VIDAS®-SLM
com o método cultural ISO 6579 na deteccao de Salmonella sp. em carcacas de suinos e
encontraram 58,97 % de sensibilidade e 100 % de especificidade para o método rapido.

A amplificacdo do DNA pela PCR, idealizada por Mullis na decada de 80, se
baseia na producdo de milhares de copias de um segmento de DNA em curto periodo de
tempo. A PCR permite a amplificacdo de seqiiéncias definidas de DNA in vitro por
meio da acdo da enzima Taq DNA polimerase, ndo sendo necessario, para isto, conhecer
a estrutura completa do DNA alvo, mas apenas aquelas que flanqueiam a regido a ser
amplificada, definida por oligonucleotideos iniciadores, que hibridizam com estas
regidbes (MULLIS et al., 1987). A reacdo € realizada em equipamento automatizado
denominado termociclador, que promove a alterndncia de temperaturas por
determinados periodos de tempo, possibilitando a ocorréncia de ciclos repetitivos de
desnaturacdo e sintese do DNA. A interpretacdo dos resultados é feita pela analise da
amostra amplificada em eletroforese em gel de agarose. Geralmente, genes que
codificam para rRNA, toxinas (hlyA — Listeriolisina O em L. monocytogenes) ou outros
fatores de viruléncia (iap — gene que codifica a proteina associada a invasao; inla, inlb —
genes que codificam a proteina internalina A e B em L. monocytogenes; invA, sefA —
genes que codificam fimbrias em Salmonella sp.) ou genes envolvidos no metabolismo
celular séo utilizados para identificagdo do microrganismo alvo (GLYNN et al., 2006;
ROBIN, et al., 2006).

A técnica de PCR tem sido aprimorada com o advento do PCR automatizado e
do PCR em tempo real que se diferencia da PCR convencional pela utilizacdo de
processos quimicos automatizados e computadorizados de monitoramento do acimulo
de produtos de reacdo, em tempo real, utilizando sondas quimicas fluorescentes. O

namero de amplicons produzidos € diretamente proporcional a intensidade de
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fluorescéncia produzida, gerando uma curva padrdo (GLYNN et al., 2006). O sistema é
composto de um termociclador com cdmaras para deteccdo de luz fluorescente acoplado
a um software que realiza a separacdo, quantificacdo e interpretacdo do espectro gerado,
realizando assim, a distin¢éo e quantificacdo de mais de um fluoréforo, que por sua vez,
permite a detecgdo de mais de um DNA alvo e substitui a utilizagéo da eletroforese para
interpretacdo dos resultados (GANDRA, 2008).

A técnica de PCR vem sendo explorada na area industrial na detec¢do presuntiva
de patogenos em alimentos (NIEDERHIAUSER et al., 1992; BAROCCI et al., 2008).
De acordo com Malorny et al. (2003), caracteristicas como limite de deteccéo,
especificidade, sensibilidade e potencial para automatizagdo estdo entre as vantagens
mais importantes da PCR. Entretanto, a sua utilizacdo em diagnosticos laboratoriais
ainda € muito sutil devido a fatores como novidade tecnologica do método, o
investimento alto e a escassez de métodos oficialmente validados.

A maior especificidade da PCR comparada com os métodos microbioldgicos
convencionais é conferida pelo fato de se detectar uma regido Unica de um genoma
bacteriano. A ocorréncia de resultados falso-positivos € pequena, considerando que a
probabilidade da ligacdo dos oligonucleotideos em regifes ndo especificas € um evento
raro (SAROJ et al., 2008).

Uma limitacdo da adocdo da PCR na deteccdo de microrganismos € a presenca
de substratos inibitérios em matrizes de alimentos, como calcio, gordura, proteina,
componentes fendlicos, glicogénio. Além disso, a técnica ndo permite a diferenciacéo
de células vivas e mortas. No entanto, a preparacdo da amostra, com etapas de pré-
enriquecimento, pode resolver esses problemas e melhorar a sensibilidade do método
(GRANT et al., 2000; LIU, 2008; BAROCCI et al., 2008). Jasson et al. (2009) afirmam
que o pré-enriquecimento por cerca de 12 horas € necessario para recuperacdo de
células injuriadas de L. monocytogenes em amostras de alimentos para posterior
deteccdo por métodos rapidos.

Ferretti et al. (2001) propuseram um método de PCR mais sensivel para a
deteccdo de Salmonella sp. em salame com tempo total de 12 horas, que utiliza apenas
seis horas de enriquecimento, o qual exibiu boa correlacdo com métodos convencionais
em amostras natural e artificialmente contaminadas.

Piknova et al. (2002) desenvolveram um método de PCR baseado em trés etapas
de enriquecimento, equivalente a 1SO 6579 quanto ao limite de detecgéo (1 UFC / 25 g)

para a pesquisa de Salmonella sp. em alimentos que produz resultados definitivos no

15



terceiro dia de anélise. Em amostras de alimentos naturalmente contaminadas o método
de PCR obteve resultados idénticos ao método de referéncia.

De um total de 27 amostras de alimentos analisadas, entre elas amostras de
queijo, por Gouws e Liedemann (2005), 74 % foram presuntivamente positivas para L.
monocytogenes em agar Oxford (Oxoid), e 44 % em agar Rapid’L.mono. Tanto o kit
API Listeria sp. quanto o método PCR confirmaram 37 % dos resultados presuntivos e
segundo os autores 0 método PCR poderia ser usado para eliminar resultados falso-
positivos encontrados pelos métodos tradicionais.

Von Rickert (2006) encontrou diferenca estatistica com um qui-quadrado de
18,37 (p < 0,01) entre os resultados positivos da metodologia convencional e da técnica
de PCR na detec¢do de Salmonella sp. em carcacas de frango. A odds ratio obtida foi de
4,83, 0 que significa que a chance de uma amostra contaminada ser detectada pela
técnica de PCR é 4,83 vezes maior do que pelo método convencional. No entanto, ndo
se observou diferenca estatistica quando foram comparados os resultados positivos
totais do método imunoanalitico e os da técnica de PCR. Entretanto, Kanki et al. (2009)
encontraram que o0 método convencional foi capaz de detectar Salmonella enterica em
58 das 106 amostras de carne de frango e miudos naturalmente contaminados. Das 58
amostras positivas no método cultural, somente 50 % foram confirmadas pelo méetodo
de PCR.

Barocci et al. (2008) verificaram que o método molecular rapido de PCR para a
deteccdo de L. monocytogenes em amostras de alimentos e superficies a partir do pré-
enriquecimento apresentou a mesma sensibilidade quando comparada com o metodo
convencional e concluiram que um protocolo de extracdo mais simples e o pequeno
volume de material gasto para amplificacdo permitem a economia de material e tempo
na obtencdo de resultados. Vanegas et al. (2009) avaliaram a deteccdo de L.
monocytogenes por PCR em tempo real em leite cru de cinco municipios de Boyacé-
Colémbia. Nesse estudo, de um numero total de 81 amostras, 21 deram resultados
positivos pelo método de PCR e 13 amostras foram positivas pelo método convencional.

A avaliagdo comparativa de métodos microbioldgicos répidos de pesquisa de
patogenos em alimentos com o metodo convencional € uma ferramenta Gtil para se
indicar os que possuem melhor concordancia entre si e os que melhor se adequam a

matriz alimentar avaliada.
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2.4. Parametros de avaliacdo de métodos microbioldgicos de pesquisa de patogenos

em alimentos

A avaliacdo de testes diagnosticos € comum na pratica clinica. Um teste
diagnédstico ou um método analitico geralmente é concebido como um exame realizado
em laboratdrio e alguns principios bésicos sdo necessérios para a sua interpretacao.
Fazendo uma transposicdo a microbiologia de alimentos, o teste diagndstico é
considerado positivo ou negativo e 0 microrganismo presente ou ausente. Dessa forma,
ha quatro interpretacdes possiveis para o resultado do teste, duas em que o teste estd
correto e duas em que esta incorreto (Quadro 2). O teste esta correto quando ele €
positivo na presenca do patdgeno ou negativo na auséncia do patdgeno. Por outro lado,
0 teste esta incorreto quando ele é positivo na auséncia do patdgeno (falso-positivo), ou
negativo na presenca do patdgeno (falso-negativo) (FLETCHER et al., 1996; FREITAS
et al., 2006).

Quadro 2. Relacado entre o resultado de um teste diagndstico e a presenca do patdgeno.

PATOGENO
PRESENTE AUSENTE
POSITIVO Verdadeiro positivo (a) Falso positivo (b)
TESTE i _ i
NEGATIVO Falso negativo (c) Verdadeiro negativo (d)

Fonte: Adaptado de Fletcher et al., 1996.

A acuréacia ou exatiddao de um novo teste diagndstico é avaliada por meio de um
“padréo-ouro” que geralmente ¢ um teste simples e barato, mas representa o indicador
mais fidedigno da verdade por ter maior uso ou por ser julgado superior por um
consenso entre estudiosos sendo uma forma de saber se o patdgeno estd ou nao
realmente presente. Para avaliar testes em uso deve-se saber quao bem se relacionam ao
“padrao ouro”. Por exemplo, na pesquisa de Salmonella sp. e L. monocytogenes, o
método convencional é adotado como padrdo ouro ou método de referéncia e 0s
métodos rapidos séo avaliados quando comparados ao método convencional.

Entende-se por acurdcia de um método analitico, a proximidade dos resultados
por ele obtida comparado ao valor verdadeiro (FLETCHER et al., 1996; VALENTINI
et al., 2007). De acordo com Auriant et al. (1998) apud Silva e Souza (2004) uma boa

acuracia esta proxima de 75 %. Silva e Sousa (2002) apud Silva e Souza (2004)
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consideraram que valores maiores que 90 % representam uma acuracia elevada e 70 % a
89 % representam acurdcia moderada. Algumas relacGes entre o teste diagnostico e a

presenca real do patégeno podem ser visualizadas no Quadro 3.

Quadro 3. Caracteristicas e definigdes do teste diagnostico.

PATOGENO
TOTAL
PRESENTE AUSENTE
POSITIVO A b a+b
TESTE
NEGATIVO C d c+d
TOTAL a+c b+d a+b+c+d
Sensibilidade=a/b+c¢ Especificidade=d /b +d
VPP=ala+b VPN=d/c+d
Acurdcia=a+b/a+b+c+d Prevaléncia=a+c/a+b+c+d

Fonte: Adaptado de Fletcher et al., 1996.

A sensibilidade e a especificidade sdo propriedades de um teste relevantes ao
tomar uma decisdo sobre usar ou ndo um teste diagnostico. Freqilientemente, tais
medidas sdo usadas para comparar um novo método ao método padrdo ouro. Por
definicdo, sensibilidade é a propor¢do de amostras contaminadas com o patdgeno
(verdadeiro positivo), que tem um teste positivo para o patdgeno; e especificidade ¢é a
propor¢do de amostras ndo contaminadas (verdadeiro negativo), que tem um teste
negativo (Quadro 3) (CORRY et al., 2007). Testes sensiveis sdo raramente negativos na
presenca da doenca, ou seja, a probabilidade de falso-negativos é baixa. Testes
especificos sdo raramente positivos na auséncia da doenca, ou seja, a probabilidade de
falso-positivos é baixa (FLETCHER et al., 1996).

Diante dos resultados de um teste diagndstico, seja ele positivo ou negativo, a
sensibilidade e a especificidade tém pouca relevancia, pois o importante agora sera
determinar se a amostra tem realmente ou ndo o patdgeno que é dado pelos valores
preditivos (Quadro 3). O valor preditivo positivo (VPP) é a probabilidade das amostras
positivas identificadas pelo teste e que realmente estdo contaminadas com o patogeno.
O valor preditivo negativo (VPN) é a probabilidade das amostras negativas identificadas
pelo teste e que realmente ndo estdo contaminadas com o patdgeno (GOULART, 2000).

Ressalta-se que o valor preditivo € determinado pela sensibilidade e
especificidade e também pela prevaléncia do patégeno nas amostras em estudo. O termo
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prevaléncia (Quadro 3) € definido como a propor¢do de amostras contaminadas no total
de uma amostra definida, em um determinado ponto no tempo. Quanto mais sensivel for
um teste, melhor sera o seu valor preditivo negativo (assegura que as amostras com
resultado negativo ndo possui 0 patégeno). Por outro lado, quanto mais especifico for o
teste melhor seré o seu valor preditivo positivo (assegura que as amostras com resultado
positivo realmente possui o patdégeno). Resultados positivos, mesmo de um teste muito
especifico, quando se refere a baixa prevaléncia do patogeno, serdo, em grande parte,
falso-positivos. De maneira semelhante, resultados negativos, mesmo de um teste muito
sensivel, quando se refere a elevada prevaléncia do patdgeno, sdo provaveis de serem
falso-negativos (FLETCHER et al., 1996).

Em funcdo disso, amostras verdadeiramente positivas ou negativas tornam-se
dificeis de serem detectadas com confiabilidade ao usar amostras naturalmente
contaminadas sendo freqlientemente observado na literatura trabalhos de avaliacdo de
métodos onde a matriz alimentar é contaminada artificialmente com o patégeno
pesquisado no intuito de ampliar a prevaléncia e também o limite de detec¢do — LOD —
(Quadro 4) do método avaliado (CORRY et al., 2007). Alguns outros atributos do teste
diagnostico normalmente avaliados tem seus conceitos sumarizados no Quadro 4 de
acordo com (FREITAS et al., 2006; VALENTINI et al. 2007; CORRY et al., 2007).

Quadro 4. Conceitos relevantes na avaliacdo de métodos analiticos.

Precisdo: E o grau de correspondéncia dos resultados de um método sob avaliacio
quando aplicado repetidamente a varias amostragens de uma mesma amostra.
Reprodutibilidade: Refere-se ao grau de correspondéncia dos resultados quando
procedimentos analiticos sdo aplicados numa mesma amostra em diferentes
laboratdrios, utilizando diferentes analistas e equipamentos.

Repetibilidade: Refere-se ao grau de correspondéncia dos resultados quando
procedimentos analiticos sdo aplicados repetidamente a mdltiplas analises da mesma
amostra homogénea num curto espaco de tempo utilizando 0os mesmos analistas e 0s
mesmos equipamentos.

Limite de deteccéo: Representa 0 nimero mais baixo de microrganismos em exame
gue pode ser detectado com certo limite de confiabilidade, utilizando um determinado
procedimento experimental, porém sem ser quantificado.

Limite de determinacdo: Representa 0 niUmero mais baixo de microrganismos, que

pode ser quantificado sob condi¢bes experimentais pelo metodo analisado.
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O coeficiente Kappa também pode ser utilizado na comparacdo de testes
diagndsticos. Ele estabelece o grau de confiabilidade, comparando a concordéncia
observada com a concordancia que seria esperada por mero acaso (GOULART, 2000).
Os valores do coeficiente de concordancia Kappa variam de +1 a -1 sendo que tanto o
calculo (considerando informagdes presentes no Quadro 3) quanto a interpretacdo dos
resultados podem ser visualizado no Quadro 5.

Quadro 5. Coeficiente Kappa.

Kappa = (concordancia observada - concordancia esperada) / (1 — concordancia esperada)
Concordancia observada=a+d/a+b+c+d
Concordancia esperada = [(a + b) (a+c)] + [(b + d) (c + d)] / (@a+ b + ¢ + d)?
Interpretacdo do Kappa:

e maior que 0,75 = concordancia perfeita;

e entre 0,40 e 0,75 concordancia de razoavel a boa;

e abaixo de 0,40 = concordancia fraca.
Valor de p de Kappa:

e p>0,05= Aceita-se a hipotese Ho (ndo existe concordancia).

e p<0,05=Reijeita-se a hipotese Ho (existe concordancia).

A validade de um teste diagnostico relaciona-se com a sua capacidade de atender
0 que se propds a medir. O teste diagnostico ideal seria aquele que possuisse apenas
respostas corretas, porém, ndo existe um teste diagnostico perfeito. Portanto, € mais
indicado que o teste tenha equilibrio entre os valores de sensibilidade e especificidade,
ou seja, valores altos e proximos entre si, no intuito de equilibrar os resultados falso-

positivos e falso-negativos.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Microbiologia pertencente a Universidade Federal de
Vicosa (UFV), em Vicosa, M.G. e no Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada
(LABIO) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) em Uberlandia, M.G.

3.1. Pesquisa de Salmonella sp. e Listeria sp. em queijo Minas artesanal

3.1.1. Matéria-prima

Doze unidades amostrais (Experimento 1) de queijo Minas artesanal de seis
produtores diferentes cadastrados no IMA, sendo duas unidades amostrais do mesmo
lote de cada produtor, foram obtidas na Cooperativa dos Produtores Rurais (Serro,
M.G.), responséavel pelo recebimento, comercializacdo e distribuicdo de queijos de
diferentes fornecedores. As unidades amostrais foram enviadas ao Laboratério de
Microbiologia de Alimentos, em embalagens a vacuo e devidamente acondicionadas em
caixas de isopor. Seis unidades amostrais foram analisadas aos 37 dias de maturacdo e
as outras seis foram armazenadas na embalagem original sob refrigeracdo e analisadas
com 69 dias de maturacdo (Quadro 6).

Vinte unidades amostrais (Experimento 2) de queijo Minas artesanal foram
adquiridas de duas queijarias também localizadas na regido do Serro, Minas Gerais, mas

que ndo eram cadastradas no IMA. Os queijos foram encaminhados ao Laboratorio de
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Microbiologia de Alimentos da UFV, acondicionados em caixas de isopor, para a
realizacdo das analises. As unidades amostrais foram maturadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos em estufa tipo BOD, a temperatura ambiente. Dez unidades
amostrais, cinco de cada propriedade, foram analisadas com tempo de maturacédo
inferior a 60 dias (cinco e 12 dias) e as outras dez com tempo de maturagao superior 60
dias (66 e 75 dias).

Quadro 6. Caracteristicas das unidades amostrais de queijo Minas artesanal analisadas

no presente estudo.

Caracteristicas | Experimento | Experimento | Experimento | Experimento
das unidades 1 2 3 4
amostrais
Cadastro no Sim Nao Sim N.A.
IMA
Embaladas a Sim Né&o Né&o Né&o
Vacuo
Temperatura Refrigeracéo Ambiente Ambiente Ambiente
de maturacéo
Periodo de 37 e 69 dias Inferior e igual Inferior e 5,15,30,45¢e
maturacgao Ou superior a superior a 60 60 dias
avaliado 60 dias dias
Unidades 6 10 8 3
amostrais
avaliadas em
cada periodo
de maturacéo
Numero total 12 20 16 15
de unidades
amostrais
Analises Salmonella sp. e L. monocytogenes Salmonella sp.
microbioldgicas e
L. innocua

“N.A. = néo se aplica, pois 0s queijos foram produzidos experimentalmente na regido do Serro, M.G.
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Dezesseis unidades amostrais (Experimento 3) de queijo Minas artesanal foram
adquiridas diretamente de uma queijaria da regido do Serro, Minas Gerais, cadastrada
no IMA. As unidades amostrais foram maturadas na propriedade de origem, na sala de
maturacdo, sob temperatura ambiente e enviadas ao Laboratério de Microbiologia de
Alimentos, acondicionados em caixas de isopor, na ocasido das analises. Oito unidades
amostrais foram analisadas com tempo de maturacdo inferior a 60 dias (7, 14 e 21 dias)
e oito com tempo de maturacao igual ou superior a 60 dias (60 e 67 dias).

A partir de leite cru adquiridos de dois fornecedores da regido do Serro, Minas
Gerais foram produzidas quinze unidades amostrais de queijo Minas artesanal
artificialmente contaminadas com 10 UFC/mL de L. innocua. As unidades amostrais
inoculadas foram produzidas por Pinto (2008). Foram também fabricadas unidades
amostrais de queijo ndo inoculado com L. innocua que foram usados como controles
negativos. Essas unidades amostrais foram maturadas no Instituto de Laticinios Candido
Tostes, em Juiz de Fora, MG, simulando as condi¢Ges de maturacdo das unidades
produtoras do Serro. Trés unidades amostrais foram analisadas nos tempos de 5, 15, 30,
45 e 60 dias de maturacdo. Todas as unidades amostrais foram enviadas ao Laboratério
de Microbiologia de Alimentos, devidamente acondicionadas em caixas de isopor, na
ocasido das analises (Experimento 4).

3.1.2. Deteccdo de Salmonella sp. e de Listeria sp. por técnicas convencionais
de cultivo

As amostras de queijo Minas artesanal foram analisadas quanto a presenca de
Salmonella sp. e de L. monocytogenes empregando-se 0s métodos microbiologicos
analiticos oficiais do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento-MAPA
(BRASIL, 2003). O experimento foi acompanhado de controles positivos de culturas de
referéncia de Salmonella sp., L. monocytogenes e L. innocua.

Para a determinacdo de Salmonella sp., 25 g da amostra foram maceradas em
homogeneizador tipo stomacher (Laboratory blender 400, BA7021, Seward, Inglaterra)
em 225 mL de solugdo salina peptonada tamponada 1 %. Apds incubacdo em BOD
(FANEM, 347CD, Sé&o Paulo, Brasil), por 16 a 20 horas, a 36 + 1 °C. Aliquotas de 0,1 e
1 mL, respectivamente, foram transferidas para caldo Rappaport-Vassiliardis (Difco,

Sparks, EUA) e Selenito-Cistina (Acumedia, Lansing, EUA) para 0 enriquecimento
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seletivo, com incubagdo, em banho-maria (B. Braum Biotech International 18BUIO), a
41 + 0,5 °C, por 24 a 30 horas. O plagueamento seletivo foi feito na superficie de agar
Xilose-Lisina-Desoxicolato-XLD (Acumedia) e agar Verde Brilhante Vermelho-Fenol
Lactose e Sacarose-BPLS (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), sequindo-se incubacdo a 36 +
1 °C, por 24 horas. Colonias tipicas de Salmonella sp. em cada meio de cultura foram
selecionadas, transferidas para &gar padréo para contagem-PCA (Difco) para purificacéo
e subseqiiente etapas de identificacdo bioquimica e soroldgica.

Os testes bioquimicos de producdo de urease (Difco), reacdes em agar Triplo
Acucar Ferro-TSI (Difco), &gar Ferro Lisina-LIA (Difco) e agar Tiosulfato Indol
Motilidade-SIM (Acumedia) foram realizados nas culturas isoladas dos meios seletivos.
Quando necessario, os testes sorologicos foram feitos com soro anti-Salmonella
polivalente “O” (Difco).

Para da determinacdo de L. monocytogenes e L. innocua, 0 enriquecimento
seletivo foi feito em porgbes de 25 g da amostra de queijo. A amostra foi
homogeneizada em 225 mL de caldo de enriquecimento de Listeria-LEB (Acumedia) e
ap6s incubacdo em BOD (Nova Etica, 411D, Sdo Paulo, Brasil) por 20 a 24 horas a 30
+ 1 °C, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para o caldo Fraser (Oxoid, Cambridge,
Reino Unido) suplementado com SRO 156E (Oxoid). Ap6s incubacdo nas mesmas
condicdes citadas anteriormente, foi feito o plaqueamento seletivo em agar Oxford
(Difco) e agar Palcam (Merk, Alemanha), adicionados dos agentes seletivos SRO 140E
(Oxoid) e SRO 150E (Oxoid), respectivamente. Col6nias tipicas de Listeria sp. foram
selecionadas em agar TSA (Oxoid) contendo 6 % de extrato de levedura (MicroMed,
Rio de Janeiro, Brasil) e submetidas a testes de caracteriza¢do bioguimica.

Os testes bioquimicos incluiram: catalase, Gram, motilidade, reducdo de nitrato,
vermelho de metila, Voges Proskauer, fermentacdo de carboidratos em caldo vermelho
de fenol adicionados de xilose (Vetec), ramnose (Merck,) e manitol (Merck) e alfa-
hemolise em agar Columbia (Oxoid), adicionado de 5 % de sangue desfibrinado de
carneiro. As coldnias com sorologia positiva foram enviadas & Funda¢do Oswaldo Cruz
no Rio de Janeiro, R.J. para realizacdo da sorotipagem. Os resultados finais foram
expressos em presenca / auséncia em 25 g de unidade amostral para Salmonella sp. e

Listeria sp.
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3.1.3. Deteccéo de Salmonella sp. e Listeria sp. por imunoanalise

As pesquisas de Salmonella sp. e Listeria sp. foram realizadas também por meio
da técnica ELFA em imunoanalizador Mini-VIDAS® (MANUAL DO KIT VIDAS®
BIOLAB-MERIEUX, 2007).

Aliquotas de 1 mL dos caldos Rappaport-Vassiliardis e Selenito-Cistina foram
transferidos, ap6s incubacéo por 6 a 8 horas a 41 + 0,5 °C, separadamente, para 10 mL
de caldo M (SPERBER e DEIBEL, 1969), seguindo-se de incubacéo, por 18 a 24 horas,
a4l °C + 1 °C. Aliquotas de 1 mL de caldo M proveniente do meio Rappaport-
Vassiliadis e 1 mL do Selenito-Cistina foram misturadas e fervidas por 15 minutos e
500 pL dessa suspensdo foi analisada no imunoanalisador Mini-VIDAS® pelo kit
VIDAS®-SLM quanto & presenca de Salmonella sp. Os resultados foram obtidos apds
45 minutos de analise (AOAC, 2005).

Para analise da presenca de L. monocytogenes em amostras de queijo, 25 g da
amostra de queijo Minas artesanal foi homogeneizadas em 225 mL de caldo Fraser
adicionado do suplemento. Apds incubacdo, por 25 + 1 hora, a 30 + 1 °C, aliquotas de 1
mL foram transferidas para o caldo Fraser desprovido de suplemento. Apds incubacao
nas mesmas condi¢es, aliquotas de 1 mL do caldo de enriquecimento secundario foram
fervidas, por 15 minutos e um volume de 500 uL dessa suspensdo foi analisada no
imunoanalisador Mini-VIDAS® pelo kit VIDAS®-LMO quanto & presenca de L.
monocytogenes. Os resultados foram obtidos ap6s 70 minutos de analise.
Eventualmente, as aliquotas fervidas para analise eram congeladas a -20 °C até o
momento das analises (AOAC, 2006 a).

3.1.4. Detecgdo de L. innocua por imunoandlise

A deteccéo de L. innocua, nas unidades amostrais artificialmente contaminadas,
foi realizada pelo método imunoldgico, seguindo-se 0 mesmo protocolo descrito
anteriormente. Aliquotas do caldo de enriquecimento secundario foram fervidas em
banho-maria por 15 minutos e, entdo, transferidas para tubo tipo Eppendorf contendo a
fita teste de Listeria Test Kit PN 18220002 DuPont™ Lateral Flow System™ a
temperatura ambiente e, ap6s 10 minutos, procedeu-se a leitura do resultado.

A fita reativa contém anticorpos especificos para Listeria sp. imobilizados na

linha teste. Um segundo anticorpo ligado a ouro coloidal esta presente na membrana
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localizada antes da linha teste. A amostra enriquecida difunde por capilaridade na tira
até atingir a &rea de reagdo. Se houver antigenos de Listeria sp., estes se ligardo no
anticorpo ligado ao ouro coloidal que por sua vez se ligara ao anticorpo imobilizado na
linha teste. Portanto, aparecerd uma linha horizontal de cor avermelhada indicativa da
reacdo antigeno-anticorpo. A mistura de reacdo flui até atingir uma nova &rea na qual
existem reagentes especificos que capturam o excesso de ouro determinam se o

funcionamento correto do sistema; neste caso aparecera uma segunda linha vermelha.

3.1.5. Deteccéo de Salmonella sp. por PCR

A deteccdo de Salmonella sp. foi feita pela técnica de PCR automatizada
(AOAC, 2006 b), usando-se o sistema BAX® (DuPont Qualicon, Wilmington, EUA).

Foi coletada aliquota de 1,5 mL da etapa de pré-enriquecimento do método
convencional, transferida para tubos Eppendorfs e armazendas a -20 °C até momento
das analises. Os tubos Eppendorfs foram enviados ao Laboratério de Biotecnologia
Animal Aplicada (LABIO) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) em
Uberlandia, M.G. para continuidade das analises.

Para a extracdo do DNA, 5uL de amostra pré-enriquecida foi transferida para o
tubo Eppendorf contendo 200 pL do tampao de lise e incubadas, por 20 minutos, a 37
°C e por 10 minutos, a 95 °C. Para deteccdo de Salmonella sp. por PCR 50 pL da
amostra lisada foram adicionados a tubos contendo o liofilizado da reacdo de PCR e
apos sua completa dissolucdo analisados pelo termociclador/detector BAX Q7 de

acordo com instruc@es do fabricante.

3.1.6. Anédlise estatistica

Os método imunoenzimético VIDAS® foi comparado ao método convencional
considerando o total de 63 unidades amostrais (48 unidades amostrais ndo inoculadas e
15 unidades amostrais artificialmente contaminas com L. innocua) para pesquisa de
Salmonella sp. (VIDAS®-SLM), 48 unidades amostrais ndo inoculadas para pesquisa de
L. monocytogenes (VIDAS®-LMO) e 15 unidades amostrais artificialmente

contaminadas para pesquisa L. innocua (Lateral Flow System™). Comparou-se o
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método PCR-BAX® ao convencional somente para pesquisa de Salmonella sp
considerando também o total de 63 unidades amostrais.

Os dados foram agrupados em tabelas 2 x 2 a fim se avaliar atributos como
sensibilidade, especificidade, acuracia, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN), com seus respectivos limites de confianca, além da concordancia dos
meétodos rapidos com o método convenional de analise microbiol6gica por meio dos
valores do coeficiente Kappa. As analises foram feitas empregando-se o programa Epi
Info, verséo 6.04 do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos —
CDC. A classificacdo do coeficiente de concordancia Kappa se deu de acordo com o
Quadro 5.

Procedeu-se também uma analise descritiva de presenca e auséncia e
sobrevivéncia dos microrganismos pesquisados de acordo com os experimentos 1, 2, 3 e
4 descritos no item 3.1.1. (Quadro 6).

3.2. Caracteristicas microbiologicas, fisicas e fisico-quimicas do queijo Minas

artesanal

3.2.1. Matéria-prima

Procedimentos de contagem de bactérias laticas, enumeracdo de coliformes e
caracterizacdo fisica e fisico-quimica também foram realizados nas mesmas unidades

amostrais ja caracterizadas no item 3.1.1. (Quadro 6).

3.2.2. Contagem de bactérias laticas

A contagem de bactérias laticas foi realizada de acordo com Hall et al. (2001) e
Silva et al. (2007) com modificagcdes: foram pesadas 25 g da unidade analitica,
adicionadas a 225 mL de salina peptonada 0,1 % e homogeneizadas em stomacher
durante 1 minuto (diluicdo 10™). Foram realizadas diluicBes decimais e, as mais
adequadas, foram inoculadas em agar MRS (Acumedia) adicionadas do indicador de pH

purpura de bromocresol (Merck) para avaliar producdo de compostos acidos. As placas
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foram acondicionadas em jarras de anaerobiose (Oxoid) em ambiente de microaerofilia

e incubadas a 30 °C por 72 + 3 horas. As regras para contagem estiveram em

conformidade com Brasil (2003), sendo os resultados foram expressos em log UFC/g.
Testes adicionais como coloracdo de Gram e catalase foram realizados a fim de

confirmar a contagem de bactérias laticas nas amostras.

3.2.3. Enumeracéo de coliformes

A enumeracdo de coliformes totais e termotolerantes foi realizada por meio da
técnica do Numero mais Provavel (NMP) de acordo com Brasil (2003). Foram pesadas
25 g da unidade analitica, adicionadas a 225 mL salina peptonada 0,1 % e
homogeneizadas em stomacher durante 1 minuto (diluicdo 10™). Foram realizadas
diluicbes decimais e as mais adequadas transferidas para série de trés tubos para 0s
meios com incubacdo a 36 £ 1 °C: Caldo Lauril Sulfato Triptose-LST (Merck), para
prova presuntiva de coliformes; Caldo Verde Brilhante (Merck), para prova
confirmativa de coliformes totais; e Caldo EC (Acumedia), com incubacdo em banho-
maria (B. Braum Biotech International 18BUIO), a 45 °C, para prova confirmativa de
coliformes termotolerantes. Os resultados foram expressos em log NMP/g de acordo

com regras de enumeracdo da Instrucdo Normativa (BRASIL, 2003).

3.2.4. Caracterizacao fisica do queijo Minas artesanal

A massa de todas as unidades amostrais de queijo Minas artesanal foi mensurada
por meio de uma balanca digital (Homis, DJ-600B) e as dimensdes (altura e didmetro)
com o auxilio de uma régua graduada (Analitica). Para calculo do volume em cm®,

utilizou-se a férmula:

v =n.r’.h, Sendo:
v = volume (cm®);
n=23,14;

r =raio (cm);

h = altura (cm).
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3.2.5. Caracterizacdo fisico-quimica do queijo Minas artesanal

Atividade de agua (Aw)

A Ay foi medida em Decagon AqualLab (CX-2) de acordo com procedimentos

preconizados pelo manual do equipamento.

Umidade e volateis

A umidade foi determinada de acordo com Brasil (2006), pesando-se aliquotas
de 5 g em recipientes previamente secos e armazenando-os em estufa (Fanem 315SE,
Sdo Paulo, Brasil) a 102 £ 2 °C, durante 3 horas. Os recipientes foram esfriados em
dessecador e pesados em intervalos de 1 hora até peso constante. Os percentuais de
umidade e sélidos totais foram calculados de acordo com as seguintes equacdes:

% umidade e volateis = 100 x m
o’

sendo:

m = perda de massa em gramas

m’ = massa da amostra em gramas

% solidos totais = 100 - % umidade e volateis.

pH

A determinacdo de pH foi realizada de acordo com as normas do Instituto
Adolfo Lutz (1985). Aliquotas de 10 g foram pesadas em Erlenmeyer de 250 mL seco e,
posteriormente, adicionadas de 100 mL de agua a 25 °C, recentemente fervida. A
amostra foi mantida sob agitacdo, por 30 minutos e em repouso, por 10 minutos.
Imediatamente apos, o pH foi determinado com o pHmetro (Tecnopon MPA-210P, Sao
Paulo, Brasil).
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Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada seguindo-se a metodologia proposta por
Pereira (2001) com modificacfes: Aliquotas de 10 g foram pesadas em um béquer de
250 mL e acrescentou-se 100 mL de &gua destilada sob agitacdo por 15 minutos. Em
seguida, a mistura foi mantida em repouso por mais 15 minutos e filtrada em algodéo
hidrofilo, para um Erlenmeyer de 250 mL. Foram adicionadas trés gotas de fenolftaleina
1 % (m/v) alcodlica neutralizada S.I. a 50 mL do filtrado que, por sua vez, foi titulado
com uma solugdo de NaOH 0,1 mol/L (Vetec) até viragem detectavel e permanente do
indicador. A acidez, expressa em percentual de &cido latico (% AL), foi calculada pela

seguinte equacdo:

A=Cixfcx9x v,
g
sendo:
A = acidez expressa em percentual de acido latico (m/m);
Ci = concentracdo da solucéo de NaOH (mol/L);
Fc = fator de correcdo da solucdo de NaOH;
v = volume da solucdo de NaOH gasto na titulacdo da amostra;

g = massa da amostra.

Cloretos

Para a determinacdo de cloretos aplicou-se a metodologia recomendada por
Richardson (1985). Pesou-se, aproximadamente, aliquota de 10 g em um béquer de 250
mL com a adi¢cdo de 15 mL de agua destilada aquecida entre 50 e 55 °C. A mistura foi
agitada em agitador magnético até a obtencdo de uma pasta fina. Adicionou-se 25 mL
de &gua destilada sob agitagdo até a dispersdo da amostra. A solucéo foi transferida para
um baldo de 100 mL completando-se o volume com &gua destilada. O conteudo do
baldo foi filtrado em algodao hidrofilo até a coleta de 50 mL do filtrado. Com uma
pipeta transferiu-se 25 mL do purificado para um frasco limpo onde se adicionou 1 mL
do indicador cromato de potassio (Quimibras, Rio de Janeiro, Brasil) e titulou-se com
nitrato de prata 0,1 N (Sigma, Steinheim, Alemanha) até o aparecimento de uma palida

coloragé@o vermelha-marrom.
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Os percentuais de cloretos e NaCl foram calculados pelas seguintes formulas:

% cloreto = mL de AgNO3x N AgNO; x 0,0355 x 100

Peso da amostra ou aliquota

% NaCl = mL de AgNO3; x N AgNO;3 x 0,0585 x 100

Peso da amostra ou aliquota

Sendo:
mL de AgNO3 = volume de nitrato de prata gasto na titulagéo;

N AgNO; = normalidade da solucédo de nitrato de prata

3.2.6. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas considerando os resultados obtidos da
contagem de bacteérias laticas, da enumeracao de coliformes totais e de termotolerantes e
da caracterizagdo fisica e fisico-quimica das unidades amostrais de queijo Minas
artesanal, de acordo com 0s experimentos caracterizados no item 3.1.1. (Quadro 6).

Os resultados estimados da enumeracado de coliformes totais e de termotolerantes
foram aproximados para fins de anélise estatistica. Por exemplo, naqueles resultados em
que o log NMP/qg foi < 0,48 adotou-se o valor 0,48.

Os resultados dos experimentos 1, 2 e 3, foram analisados de forma separada
fazendo-se andlises descritivas expressas em termos de média e coeficiente de variacdo
(CV em %). O coeficiente de variacdo (CV), expresso em porcentagem, foi avaliado
utilizando-se a classificacdo de Pimentel Gomes (2000) apud Ledo et al. (2008): valores
menores que 10 %, o coeficiente de variacdo € baixo, ou seja, 0 experimento tem alta
precisdo; 10 % a 20 % sdo considerados médios e de boa precisdo; 20 % a 30 %, alto e
de baixa precisdo; e maior que 30 %, muito alto e baixissima precisdo. Utilizou-se a
Analise de Variancia (ANOVA) a 5 % de significancia para avaliar diferencas dos
resultados de contagem de bactérias laticas, enumeracdo de coliformes totais e
termotolerantes, caracterizacdo fisica e fisico-quimica entre os tempos de maturagdo. A
correlacdo de Pearson com 5 % de significancia foi empregada para avaliar correlacfes

entre algumas das variaveis estudadas.
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Aos resultados dos experimentos 1, 2 e 3 foi aplicada a ANOVA com interacao,
seguido do teste de Tukey a 5 % de significancia para avaliar o efeito do cadastramento
das propriedades no IMA, do tempo e da temperatura e da forma de maturacao, fora ou
no interior de embalagens, nos resultados da contagem de bactérias laticas, enumeracao
de coliformes totais e termotolerantes e da caracterizagdo fisica e fisico-quimica.

Aos resultados do experimento 4 também foram aplicadas analises descritivas
expressas em termos de média e coeficiente de variagdo. Aos resultados da contagem de
bactérias laticas, de coliformes totais e termotolerantes e da caracterizacdo fisica e
fisico-quimica foi aplicada a analise de regressdo, com o ajuste do modelo mais
adequado. A correlagdo de Pearson com 5 % de significancia foi empregada para avaliar
correlacdes entre algumas das variaveis estudadas.

O conjunto de dados foi avaliado utilizando-se 0 SAEG, versao 9.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Pesquisa de Salmonella sp. e Listeria sp. em queijo Minas artesanal

4.1.1. Comparacdo de métodos de pesquisa de Salmonella sp. e Listeria sp.

em queijo Minas artesanal

Salmonella sp. ndo foi detectada pelo método convencional no total de 63
unidades amostrais de queijos Minas artesanal, provenientes da regido do Serro, M.G.
Entretanto, nas mesmas unidades amostrais avaliadas, 0 método imunoenzimatico
VIDAS®-SLM detectou Salmonella sp. em 3,17 % dos queijos (Tabela 2).

A contaminacdo de queijos artesanais, fabricados com leite cru, por Salmonella
sp. € relatada em outros trabalhos e a ocorréncia € variada. Esse patdgeno ndo foi
encontrado em 48 amostras de queijo Minas artesanal da Canastra (PEREIRA et al.,
1999) e em 30 amostras de queijo Minas artesanal do Serro (PINTO, 2004). Entretanto,
foi detectada em 18,9 % das 37 amostras de queijo Minas artesanal de Araxa por Aradjo
(2004). Martins (2006) detectou a presenca de Salmonella sp. em dois do total de 256
amostras de queijos Minas artesanal do Serro, o que corresponde a um valor de 0,78 %
de contaminacdo. Aygun et al. (2005) também ndo detectaram Salmonella sp. em 50
amostras de queijos tradicionais da Turquia feito com leite cru de caprinos ou de
bovinos. Mas a presenca desse patdgeno foi constatada em seis de 250 amostras de
queijos feitos a partir do leite cru provenientes da Turquia e analisados no periodo de
marc¢o de 2004 a marco de 2005 (COLAK et al., 2007).
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Tabela 2. Resultados comparativos entre 0 método imunoenzimético VIDAS®-SLM e o
método convencional oficial usados na pesquisa de Salmonella sp. em unidades

amostrais de queijo Minas artesanal, produzidos na regido do Serro, M.G.

Método Convencional

VIDAS®-SLM N°de amostras  N°de amostras Total de
. ) amostras
positivas negativas
N° de amostras positivas 0 2 2
N° de amostras negativas 0 61 61
Total de amostras 0 63 63
Parametro Valor Intervalo de Confianca
Sensibilidade® Nd” Nd
Especificidade® 96,83 % 89,14 - 99,13 %
Acurécia’ 96,83 % 89,14 - 99,13 %
VPP 0,00 % 0,00 - 65,76 %
VPN® 100,00 % 94,08 - 100 %

“Nd = N&o determinado.

# Sensibilidade = Amostras positivas em ambos os métodos / Total de amostras positivas no método
convencional x 100 = Nd.

® Especificidade = Amostras negativas em ambos os métodos / Total de amostras negativas no método
convencional x 100 = 61/ 63 x 100 = 96,83 %.

¢ Acurécia = Resultados corretos / Total de amostras x 100 = (0 + 61) / 63 x 100 = 96,83 %.

¢ VPP (Valor Preditivo Positivo) = Amostras positivas em ambos os métodos / Total de amostras
positivas no VIDAS® x 100 = 0/ 2 x 100 = 0,00 %.

¢ VPN (Valor Preditivo Negativo) = Amostras negativas em ambos os métodos / Total de amostras
negativas no VIDAS® x 100 = 61 / 61 x 100 = 100,00 %.

Né&o foi possivel fazer o célculo do coeficiente de concordancia Kappa entre o
método VIDAS®-SLM e o convencional na pesquisa de Salmonella sp. em unidades
amostrais de queijo Minas artesanal devido a existéncia de coluna nula na tabela 2 x 2
(Tabela 2). Resultados diferentes foram apresentados por Silva (2008), que encontrou
concordancia considerada perfeita (Kappa = 1) entre os métodos VIDAS®-SLM e o
convencional ao analisar amostras de leite em pé contaminado com baixo numero de
células de Salmonella Enteritidis.

Foram observados 3,17 % de resultados falso-positivos pelo método VIDAS®-

SLM. Os resultados falso-positivos podem ocorrer em funcdo da especificidade do
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anticorpo utilizado que pode apresentar reacGes cruzadas com outros antigenos
correlacionados. Loguercio (2002) encontrou 1,82 % de resultados falso-positivos para
Salmonella sp. pelo método de imunoensaio ELISA, com anticorpos monoclonais, nas
110 amostras de linguica suina frescal analisadas. Ja resultados falso-negativos podem
advir do limite de deteccdo do método ou pelo fato do anticorpo utilizado nédo reagir
com alguns dos sorotipos de Salmonella sp., 0 que ndo foi observado no presente
estudo, mas pbde ser constatado no estudo de Vieira-Pinto et al. (2007) com 6,80 % de
resultados falso-negativos para o método VIDAS®-SLM em 235 amostras de carcacas
de porco avaliadas.

O presente estudo mostrou que o método VIDAS®-SLM apresentou elevado
valor de especificidade e acuracia, mas baixo valor de sensibilidade, o que indicou que
este método seria mais recomendado para a deteccdo de resultados negativos, ja que o
conceito de especificidade esta relacionado a proporcdo dos resultados negativos
corretos em relagdo ao total de amostras ndo contaminadas pelo microrganismo. Apenas
o valor preditivo negativo mostrou-se alto o que indicou elevada probabilidade de um
resultado negativo obtido pelo método VIDAS®-SLM ser de fato negativo (Tabela 2).

Estes resultados contrastam com os valores encontrados no estudo
interlaboratorial que avaliou a deteccdo de Salmonella sp. pelo método VIDAS®-SLM
em diferentes matrizes de alimentos com baixa e alta contaminagdo. Os valores de
sensibilidade e especificidade, respectivamente, considerando baixa contaminacdo por
Salmonella sp. em leite em p6 desnatado e carne de porco crua foram ambos iguais a
100 %; em leite achocolatado foram de 97 % e 100 % e em amostras de caseina foram
de 93 % e 100 % (AOAC, 2005). Von Rickert et al. (2008) encontraram valores de
sensibilidade e especificidade para o método VIDAS®-SLM de 85,7 % e 84,1 %,
respectivamente em 70 amostras de carcaca de frango. Silva (2008) encontrou
sensibilidade, especificidade, VPP, e VPN iguais a 100 % ao comparar 0 método
VIDAS®-SLM e o convencional em 76 amostras de leite em pé contaminadas com S.
Enteritidis.

Outros métodos imunoanaliticos avaliados também resultaram em achados
distintos dos encontrados no presente estudo. Tapchaisri et al. (1999) compararam a
deteccdo de Salmonella sp. em amostras de alimentos pelo método imunoenzimatico
dot-ELISA, utilizando-se anticorpos monoclonais, com a metodologia convencional e
constataram sensibilidade de 93,33 %, especificidade de 91,76 %, VPP de 66,66 % e
VPN igual a 98,73 %. Loguercio (2002) encontrou sensibilidade de 100 %,
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especificidade de 98 %, VPP de 87 % e VPN igual a 100 % ao avaliar o método ELISA
indireto, baseado em anticorpos monoclonais especificos para Salmonella sp., com
relacdo ao método convencional.

Assim como o método convencional, ndo se detectou Salmonella sp. nas 63
unidades amostrais de queijos Minas artesanal do Serro pelo método PCR-BAX®. Em
estudos onde se utiliza amostras artificialmente contaminadas com o referido patdgeno
resultados diferenciados sd@o observados. Silva (2008) encontrou concordancia
considerada razoavel a boa (Kappa = 0,64) entre os métodos PCR-BAX® e o
convencional em 72 amostras de leite em p6 contaminado com baixo nimero de células
de S. Enteritidis além de sensibilidade igual a 94 %, especificidade e VPP iguais a 100
% e VPN igual a 50 %. Em queijos com baixa contaminacdo por Salmonella sp.
(AOAC, 2006 b) foi encontrada sensibilidade de 76 % com 24 % de falsos negativos
para 0 método PCR-BAX®. Nesse mesmo estudo, as analises de amostras de suco de
laranja e peixe com baixa contaminagé@o por Salmonella sp. resultou em sensibilidade de
95 % e 98 %, respectivamente.

Em outros estudos também foram observados resultados contrastantes quanto a
comparagdo de métodos fundamentados na amplificagdo de DNA com o método
convencional de analise de Salmonella sp. em alimentos. Tapchaisri et al. (1999)
encontraram sensibilidade de 100 %, especificidade de 91,58 %, VPP de 65,21 % e
VPN de 100 % na deteccdo de Salmonella sp. em amostras de alimentos por PCR. Von
Ruckert et al. (2008) encontraram sensibilidade de 62,5 % e especificidade de 73,2 %
quando avaliaram o método PCR na deteccdo de Salmonella sp. em 90 unidades
amostras de carcacas de frango e concluiram que o método de PCR e VIDAS® foram
mais eficientes do que o método convencional para a deteccdo de Salmonella sp. em
carcacas de frango e adequados para 0 monitoramento no sistema de Analise de Perigos
e Pontos Criticos de Controle (APPCC).

No presente estudo, L. monocytogenes ndo foi detectada em 48 unidades
amostrais de queijo Minas artesanal analisadas tanto pelo método convencional quanto
pelo método VIDAS®-LMO. A contaminacgéo de queijo Minas artesanal da Canastra por
L. monocytogenes foi relatada por Ornelas (2005) embora em outros trabalhos nao
tenham encontrado a contaminagdo desse tipo de queijo por este patdgeno (PINTO,
2004; ARAUJO, 2004; MARTINS, 2006). Arslan e Ozdemir (2008) também
detectaram L. monocytogenes em 13 queijos brancos da Turquia, feitos com leite cru de

origem bovina no universo de 142 queijos avaliados. J& Nero (2005) ndo encontrou
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Salmonella sp. e L. monocytogenes em amostras de leite cru de quatro regides
produtoras de leite do Brasil.

Apesar da ndo deteccdo de L. monocytogenes neste trabalho pelo método
VIDAS® a sua eficiéncia ja foi relatada por Gangar et al. (2000) que avaliaram
comparativamente o método VIDAS®-LIS e o método de cultura tradicional para
deteccdo de Listeria sp. em alimentos e encontram 86 % de concordancia. De 1558
amostras testadas, 935 foram positivas: 839 pelo método VIDAS®-LIS e 809 pelo
método de cultura de padrdo. Silbernagel et al. (2004) avaliaram o método VIDAS®-
LMO em amostras de sorvete, queijo, rosbife cozido, vagens congeladas e tilapia
congelada. Do total de 1152 amostras avaliadas, 448 foram positivas pelo VIDAS®-
LMO e 457 pelo método tradicional sendo que ndo houve diferenca estatistica entre
ambos os métodos (XZ =0,36, p <0,05).

O método imunoenzimatico, fundamentado na reacdo antigeno-anticorpo do tipo
sanduiche, Lateral Flow System™ também foi avaliado para detectar L. innocua em
unidades amostrais de queijo Minas artesanal artificialmente contaminadas (Tabela 3).
Ressalta-se que a contaminacdo das unidades amostrais analisadas com L. innocua
permitiu uma melhor avaliacdo do desempenho do método rapido Lateral Flow
System™, pois aumentou a ocorréncia do patégeno.

A concordancia entre 0 método Lateral Flow System™ e o método convencional
foi baixa pelo valor de Kappa. Além disso, constatou-se um elevado percentual de
falso-negativos (33,33 %) pelo método Lateral Flow System™ (Tabela 3). A
sensibilidade, a especificidade, a acuracia e os valores preditivos positivos e negativos
obtidos pelo método imunoenzimético Lateral Flow System™ estdo apresentados na
Tabela 3. Observa-se baixo valor de sensibilidade do método, ou seja, a probabilidade
do método Lateral Flow System™ registrar resultados positivos na presenca do
microrganismo foi baixa, enquanto a especificidade foi considerada elevada.

Destaca-se que os valores preditivos s@o influenciados pela sensibilidade e
especificidade do método e condicionados pela prevaléncia do patdgeno em amostras de
queijo artesanal. Assim, a elevada especificidade do método Lateral Flow System™
gerou um elevado valor preditivo positivo que indica maior seguranga de que uma
unidade amostral de queijo com resultado positivo para Listeria sp. esteja de fato
contaminado. Entretanto, Murtiningsih e Cox (1997) ao avaliarem a eficiéncia do

Serobact™, um reagente de aglutinagdo usado para deteccdo de Listeria sp., em relagéo
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ao método ISO 11290-1 em 63 amostras de alimentos apresentaram sensibilidade de
86,60 %, especificidade de 87,8 %, VPP de 65 % e VPN de 96 %.

Tabela 3. Resultados comparativos entre o método imunoenzimatico Lateral Flow
System™ e o método convencional oficial usados na pesquisa de Listeria sp. em
unidades amostrais de queijo Minas artesanal, produzidos na regido do Serro, M.G.

Método Convencional

Lateral Flow System™  N°de amostras  N°de amostras Total de
o ) amostras
positivas negativas
N° de amostras positivas 8 0 8
N° de amostras negativas 5 2 7
Total de amostras 13 2 15
Parametro Valor Intervalo de Confianca
Kappa 0,299 -0,06 - 0,66
p Kappa 0,052 -
Sensibilidade® 61,54 % 35,52 - 82,29 %
Especificidade® 100,00 % 34,29 — 100,00 %
Acuracia® 66,67 % 41,71 - 84,22 %
VPP? 100,00 % 67,52 — 100,00 %
VPN® 28,57 % 8,22 - 64,11 %

# Sensibilidade = Amostras positivas em ambos os métodos / Total de amostras positivas no método
convencional x 100 =8/13 x 100 = 61,54 %.

® Especificidade = Amostras negativas em ambos os métodos / Total de amostras negativas método
convencional x 100 =2 /2 x 100 = 100,00 %.

¢ Acurécia = Resultados corretos / Total de amostras x 100 = (8 + 2) / 15 x 100 = 66,67 %.

¢ VPP (Valor Preditivo Positivo) = Amostras positivas em ambos os métodos / Total de amostras
positivas no VIDAS® x 100 = 8 / 8 x 100 = 100,00 %.

¢ VPN (Valor Preditivo Negativo) = Amostras negativas em ambos os métodos / Total de amostras
negativas no VIDAS® x 100 = 2 /7 x 100 = 28,57 %.

Baseado nos resultados obtidos, pode-se sugerir que a deteccdo de
microrganismos como Salmonella sp. e Listeria sp. depende da matriz alimentar
avaliada. A presenca de microbiota heterogénea em queijos elaborados com leite cru,
em virtude da presenca de coliformes e bactérias laticas, entre outros microrganismos

(ARAUJO, 2004; PINTO, 2004), pode prejudicar a recuperacio de Salmonella sp. e L.
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monocytogenes e comprometer o resultado principalmente quando estudos demonstram
efeito inibidor dessa microbiota contra patdgenos.

A confirmacdo de que a microbiota endégena do leite cru pode interferir na
multiplicacdo e sobrevivéncia de Salmonella sp. e L. monocytogenes foi relatada no
estudo de Nero (2005) que encontrou que de 360 colbnias de bactérias isoladas de leite
cru, 9,2 % e 253 % exerciam atividade inibitoria contra Salmonella sp. e L.
monocytogenes, respectivamente. Nero et al. (2007) no seu estudo sobre a influéncia da
microbiota enddgena do leite cru contra S. Enteritidis e L. monocytogenes por
metodologia convencional encontraram que a recuperacdo S. Enteritidis foi possivel
qguando a contagem do patdgeno estava acima de 3,7 log UFC/mL independente da
concentracdo da microbiota endogena. Nos tratamentos com 2,5 a 3,0 log UFC/mL de S.
Enteritidis a recuperacdo do patégeno s6 foi possivel quando a concentracdo da
microbiota enddgena estava abaixo de 5,5 log UFC/mL. L. monocytogenes em nimero
abaixo de 2 log UFC/mL s6 foi possivel de ser recuperado quando a microbiota
enddgena estava abaixo de 4 log UFC/mL.

Em adicdo, De Médici et al. (1998) observaram que a presenca de microbiota
competidora constituida por 6,0 x 10° UFC/mL de Citrobacter freundii e nimeros
baixos de 1 a 2 UFC/mL de Salmonella sp. gerou resultados falso-negativos pelo
método VIDAS®-ICS. Pinto (2008) constatou a reducdo de um ciclo logaritmico na
populacdo de L. innocua aos 60 dias de maturacdo do queijo Minas artesanal,
independente do numero inicial de L. innocua inoculada no leite, entretanto a
microbiota enddgena ndo foi capaz de eliminar L. innocua. O autor sugeriu entdo que a
auséncia de L. monocytogenes em queijos do Serro, relatados em diversos trabalhos
cientificos, pode estar relacionada a auséncia deste microrganismo no leite.

Os resultados negativos apresentados pelos métodos rapidos na pesquisa de
Salmonella sp. e L. monocytogenes no presente estudo podem ser decorrentes do
namero de unidades amostrais analisadas que influencia diretamente a possibilidade de
ocorréncia de amostras contaminadas. Outro fator que deve ser levado em consideragao
sd0 0s numeros baixos dos patégenos presentes nas unidades amostrais aliado aos
elevados limites de detecgdo requeridos pelos métodos rapidos sendo que a etapa de
pré-enriquecimento de 16 a 20 horas requerido para o método de PCR-BAX® pode ndo
ter permitido a recuperacdo de células de Salmonella sp. no homogenato na presenca de
elevado nimero de células competidoras. A degradacdo da sequéncia de DNA alvo e a

presenca de interferentes do alimento (GLYNN et al., 2006) incluindo gordura, calcio,
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entre outros pode também comprometer o desempenho da reacdo da PCR e assim,
influenciar os valores de concordéncia, especificidade e sensibilidade.

Os resultados negativos observados pelo método convencional podem estar
relacionados as variacfes na expressao génica dos microrganismos devido a fatores
ambientais que pode alterar caracteristicas fenotipicas e afetar o poder discriminatorio
dos testes bioquimicos. Outro problema sdo as células viaveis ndo-cultivaveis, que nao
sdo detectadas pelas técnicas convencionais de cultivo (MALORNY et al., 2003).

Considerando os achados do presente estudo, os melhores resultados foram
observados pelos métodos convencional e de PCR-BAX® na detecgdo de Salmonella
sp., pelos métodos convencional e VIDAS®-LMO na detecgdo de L. monocytogenes e

pelo método convencional para deteccao de L. innocua.

4.1.2. Salmonella sp. e Listeria sp. em unidades amostrais de queijo Minas

artesanal provenientes de propriedades cadastradas no IMA

Nenhuma das 12 unidades amostrais de queijo Minas artesanal embaladas a
vacuo, provenientes da Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro, M.G. e avaliadas
com 37 e 69 dias de maturagdo, apresentou contaminacdo por Salmonella sp. e por L.
monocytogenes quando analisadas pelo método convencional e pelo método
imunoenzimatico VIDAS®. Resultado semelhante foi encontrado na pesquisa de
Salmonella sp. nas mesmas unidades amostrais pelo método PCR.

A contaminacdo de queijo Minas artesanal com patégenos como Salmonella sp.
e L. monocytogenes é citada na literatura (PAK et al., 2002; VITAS et al., 2003;
ARAUJO, 2004) e, embora as condicbes que se instalam no produto durante a
maturacdo, como reducdo do pH e da atividade de &gua e a atividade antagonista de
bactérias laticas, possam inibir a multiplicacdo de muitos patdgenos, a sobrevivéncia
pode ocorrer. Salvio (1993) verificou sobrevivéncia de E. coli enteropatogénica classica
(EPEC) quando a maturagdo dos queijos Minas ocorreu sob refrigeracdo (5 a 10 °C) ou
a 12 °C aos 60 dias de maturacdo. Martins (2006) também verificou sobrevivéncia de
Salmonella sp. em amostras de queijo Minas artesanal do Serro maturadas sob
temperatura de refrigeracdo com oito e 15 dias, entretanto a partir do 22° dia de

maturacdo Salmonella sp. néo foi mais detectada.
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A auséncia desses patdgenos nas unidades amostrais analisadas no presente
estudo pode indicar agbes que minimizam a contaminacdo como a obrigatoriedade da
adocdo de BPF por produtores que repassam queijos para serem comercializados pela
Cooperativa dos Produtores Rurais. Outro fator que pode contribuir para a auséncia dos
patdgenos nas unidades amostrais analisadas é a microbiota diversificada e competidora
presente nos queijos artesanais. Apesar de ndo se utilizar culturas bacterianas
iniciadoras industriais no processo de fabricacdo do queijo Minas artesanal, bactérias
laticas naturalmente presentes no leite cru (BERESFORD et al., 2001) ja foram
evidenciadas no fermento natural ou “pingo”. A atividade antimicrobiana in vitro de
bactérias laticas isoladas de queijo Minas do Serro sobre L. monocytogenes, Salmonella
sp. e Staphylococcus aureus foi relatada por Alexandre et al. (2001). Acidos organicos,
agua oxigenada e bacteriocinas produzidas por bactérias laticas possuem efeitos
comprovadamente inibitérios sobre a microbiota deterioradora e patdgenos como
Salmonella sp. e L. monocytogenes, sendo amplamente utilizada na industria de
alimentos fermentados (HUGAS, 1998; CARNIO et al.,, 1999; BALDUINO et
al.,1999). Em adicéo, ha relatos na literatura da acdo inibitoria de alguns componentes
no leite como &cidos graxos e lactoferrina sobre S. Enteritidis (FACON e SKURA,
1996; SPRONG et al., 2001).

O Regulamento da Lei Estadual 14.185 estabelece auséncia de Salmonella sp. e
de L. monocytogenes em 25 g de unidade amostral de queijo Minas artesanal e, dessa
forma, os resultados encontrados no presente estudo indicam que as unidades amostrais

analisadas atendem ao previsto pela legislacéo vigente.

4.1.3. Salmonella sp. e Listeria sp. em unidades amostrais de queijo Minas

artesanal provenientes de propriedades cadastradas e ndo cadastradas no IMA

Salmonella sp. e L. monocytogenes ndo foram detectados nas unidades amostrais
de queijo Minas artesanal provenientes tanto de propriedades ndo cadastradas quanto de
propriedade cadastrada no IMA situadas na regido do Serro, M.G. por metodologia
convencional e rapida nos dois tempos de maturacao avaliados (Tabela 4).

Ressalta-se que as unidades amostrais de propriedades ndo cadastradas no IMA
avaliadas antes de 60 dias de matura¢do possuiam cinco e 12 dias de maturacdo e as

unidades amostrais avaliadas apds 60 dias possuiam 66 e 75 dias de maturacdo. Em
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adigéo, as unidades amostrais de propriedade cadastrada no IMA avaliadas antes de 60
dias de maturagdo possuiam um tempo de maturagdo entre sete e 21 dias e as avaliadas

apos 60 dias de maturacao possuiam um tempo de maturacéo entre 60 e 67 dias.

Tabela 4. Pesquisa de Salmonella sp. e L. monocytogenes por métodos convencional e
rdpidos em unidades amostrais de queijo Minas artesanal proveniente de propriedades

cadastradas e ndo cadastradas no IMA e avaliadas antes e apds de 60 dias de maturacéo.

Propriedade ndo cadastrada no Propriedade cadastrada no
Teste IMA IMA
Salmonella Listeria Salmonella Listeria
<60° >60" <60 >60 | <60 >60 <60 > 60

Convencional ~ 0/10°  0/10  0/10 0/10 0/8 0/8 0/8 0/8
Imunoldgico 0/10 0/10  0/10 0/10 0/8 0/8 0/8 0/8
PCR 0/10 0/10 Nd° Nd 0/8 0/8 Nd Nd

¥ < 60: menor que 60 dias de maturagdo; ° > 60: maior que 60 dias de maturagdo; © amostras positivas /

nGimero total de amostras ; ¢ Nd: ndo determinado.

Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam que, todas as unidades
amostrais de queijo Minas artesanal do Serro atenderam ao previsto no Regulamento da
Lei Estadual 14.185, que estabelece auséncia de Salmonella em 25 g. A auséncia de
Salmonella sp. nas unidades amostrais avaliadas aos 60 dias indica que a maturacédo
garantiu seguranca microbiol6gica do queijo.

Sabe-se que a contaminacdo do queijo com patogenos frequentemente é
atribuida as condicGes de obtencdo do leite, como salde do rebanho, salde do
ordenhador, condi¢des higiénicas adotadas na ordenha e de fabricacdo que podem
acarretar na contaminacdo durante o processamento, armazenamento e transporte.
Entretanto, a auséncia destes patdgenos nestas amostras pode estar relacionada com a
maior contagem de bactérias laticas e maior numero de coliformes totais e
termotolerantes que representam maior populagdo de microrganismos competidores nos
queijos produzidos em propriedades que ndo adotam as BPF. A interferéncia da
microbiota competidora na recuperagdo de Salmonella sp. j& foi demonstrada por De
Médici et al. (1998) e Nero et al. (2007).
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4.1.4. Sobrevivéncia de L. innocua em unidades amostrais de queijo Minas

artesanal artificialmente contaminadas

Na Tabela 5 estd apresentada a evolucdo da deteccdo de L. innocua em queijo
Minas artesanal feito com leite cru artificialmente contaminado, com aproximadamente
10 UFC/mL, produzidos na regido do Serro M.G. Nota-se que apenas pelo método
convencional foi possivel detectar L. innocua nas unidades amostrais em todos os

tempos de maturacdo avaliados.

Tabela 5. Sobrevivéncia de L. innocua em unidades amostrais de queijo Minas

artesanal produzidas na regido do Serro, M.G. durante 60 dias de maturagé&o.

Tempo de Maturacéo (dias)
Resultado do Teste

15 30 45 60
Convencional 3/32 3/3 3/3 3/3 1/3
Imunoldgico 1/3 3/3 2/3 2/3 0/3

# Amostras positivas / niimero total de amostras.

Por outro lado, estudos apontam para uma inativacdo segura de L.
monocytogenes em queijo Suico aos 60 dias de maturacdo (BUAZZY et al., 1992) e
durante a maturacdo de queijo Parmesdo por 21 a 112 dias (YOUSEF & MARTH,
1990). Salvio (1993) ndo detectou E. coli enteropatogénica classica (EPEC) em
amostras de queijo Minas artificialmente contaminados com 10° UFC/mL aos 60 dias de
maturacdo a temperatura ambiente (22,6 a 26,6 °C).

Entretanto, Leuschner e Boughtflower (2002) detectaram Salmonella sp., E. coli
O157:H7 e L. monocytogenes em queijos elaborados com leite intencionalmente
contaminados com 1 a 10 UFC/mL dos referidos patdgenos. No produto final, os
microrganismos pesquisados estavam numa concentracdo entre 1 a 50 UFC/g mesmo
apos 0s queijos passarem por todas as etapas de fabricagdo e maturacdo. Rogga et al.
(2005) observaram que o tipo de queijo, industrial ou artesanal, e a temperatura de
armazenamento nao interferiram de forma significativa (p < 0,05) na sobrevivéncia de
L. monocytogenes em amostras inoculadas com 10° UFC/mL. A contaminaco inicial de
10° UFC/mL ou de 10" UFC/mL de L. monocytogenes néo afetou de forma significativa
(p < 0,05) o nimero de sobreviventes do patégeno em queijo Galotyri industrial

maturado por 28 dias a temperatura de estocagem de 4 °C.
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Gameiro et al. (2007), ao estudarem a evolugéo de L. monocytogenes em queijos
produzidos tradicionalmente em Portugal, a partir de leite cru de ovelhas, observou
queda na contagem do referido patdégeno entre 0 42° e 0 60° dia e também para 0 120°
dia, entretanto as condi¢cdes microbioldgicas do queijo ainda estavam em desacordo com
o regulamento vigente no pais que recomenda valores menores de 100 UFC/g de L.
monocytogenes.

No presente estudo, a presenca de L. innocua em uma das amostras avaliadas
demonstrou que o prazo de 60 dias para a comercializacdo de queijo Minas artesanal
proposto pela legislacéo vigente ndo garante qualidade microbiologica. L. innocua néo é
patogénica para 0 homem e apresenta comportamento semelhante ao de L.
monocytogenes quando submetida a tratamentos fisicos e quimicos. Esta caracteristica
permite que L. innocua seja usada como indicador biolégico do comportamento de L.
monocytogenes (KAMAT e NAIR, 1996).

4.2. Caracteristicas microbioldgicas, fisicas e fisico-quimicas de queijo Minas

artesanal

4.2.1. Unidades amostrais de queijo Minas artesanal provenientes da

Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro

A populacdo média de bactérias laticas detectadas nas unidades amostrais de
queijo Minas artesanal provenientes da Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro
variou significativamente (p < 0,05) de 7,2 log UFC/g aos 37 dias de maturacédo para 7,0
log UFC/g aos 69 dias de maturacdo, com o coeficiente de variagcdo considerado baixo
de 8,99 % (Tabela 6).

A contaminagédo do queijo Minas artesanal por coliformes totais variou de 1,38
aos 37 dias de maturacdo para 0,89 log NMP/g aos 69 dias de maturacdo e a
contaminacdo por coliformes termotolerantes variou de 1,38 para 0,80 log NMP/g no
mesmo periodo avaliado ambos sem diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05)
(Tabela 6).
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Tabela 6. Contagem de bactérias laticas (log UFC/g), enumeracdo de coliformes totais
e termotolerantes (log NMP/g) em unidades amostrais de queijo Minas artesanal da

Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro, M.G., analisadas com 37 e 69 dias de

maturacgéo.
Amostra Maturacdo (dias) Bactérias laticas  Coliformes Coliformes
Totais Termotolerantes

16-1 6,69 <0,48 <0,48
19-1 7,20 1,36 1,36
24-1 37 6,64 0,56 0,56
25-1 7,04 2,38 2,38
44-1 8,62 0,48 0,48
89-1 6,98 > 3,04 > 3,04
16-2 7,00 0,50 <0,48
19-2 7,00 0,50 0,48
24-2 6,28 1,04 0,50
25-2 °9 7,90 <0,48 <0,48
44-2 6,75 <0,48 <0,48
89-2 7,18 2,38 2,38

Os resultados obtidos encontram-se de acordo o Regulamento da Lei n°® 14.185,
de 31 de janeiro de 2002 que estabelece um limite maximo de coliformes totais de 4 log
e de coliformes termotolerantes de 3,7 log. A baixa contaminacdo dos queijos
analisados por coliformes pode indicar a eficiéncia da adocdo de BPF na ordenha e na
fabricacdo dos queijos, além da acdo inibitéria de bactérias laticas, frente a alguns
microrganismos do grupo coliforme relatada por Guedes-Neto et al. (2005).

Em geral, com 32 dias de maturacdo, as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas
de queijos maturados em embalagens a vacuo e sob temperatura de refrigeracdo foram
mantidas (Tabela 7).

N&o foi observada variacdo significativa (p > 0,05) para massa e dimensdes
(diametro, altura e volume) das unidades amostrais de queijo Minas artesanal nos dois
tempos de maturacdo avaliados. Resultados médios de didmetro e altura de queijos
Minas artesanal do Serro semelhantes aos do presente estudo foram encontrados por
Machado et al. (2004), embora esses autores tenham registrado valores médios de

massa e de cloretos de 927,3 g e 4,39 g/100 g, respectivamente. A variacdo encontrada
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nas dimens@es dos queijos relaciona-se a diferenga no tamanho das férmas utilizadas na
producéo do queijo e a falta de padronizacdo da salga durante a manufatura dos queijos,
sendo que ambas podem explicar as diferencas nos teores de cloretos e NaCl entre os

estudos e também justificam os valores elevados do coeficiente de variacdo (Tabela 7).

Tabela 7. Analise fisico-quimica e coeficiente de variagdo (CV) em unidades amostrais
de queijo Minas artesanal da Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro, M.G.,

analisadas com 37 e 69 dias de maturacéo.

Maturacéo (dias)

Anélises CV (%)
37 69
Massa () 843,56 a 844,44 a 6,343
Diametro (cm) 13,37 a 13,05 a 3,881
Altura (cm) 535a 532a 5,573
Volume (cm?) 750,61 a 711,81 a 8,916
Cloretos (%0) 0,313 a 0,309 a 24,821
NaCl (%) 0,516 a 0,508 a 24,757
Umidade e volateis (%) 49,10 a 50,04 a 6,261
Solidos totais (%0) 50,89 a 49,96 a 6,155
Atividade de agua (Aw) 0,913 b 0,924 a 0,577
pH 524b 5,66 a 5,675
Acidez titulavel (% &cido latico) 1,081 a 0,958 a 26,141

As médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade por
ANOVA.

De acordo com o Regulamento da Lei 14.185, o queijo Minas artesanal pode
conter umidade expressa em base seca de até 54 %, portanto todas as amostras
analisadas estavam dentro do limite preconizado.

Beresford et al. (2001) apontam que a manutencdo dos valores da A,, pode ser
realizada com o controle da perda de umidade dos queijos pelo incremento da umidade
relativa dentro da sala de maturagdo ou pela utilizacdo de embalagens. Isto
provavelmente explica a variacao de A, nos dois periodos avaliados.

Durante a maturacdo foi detectado aumento significativo (p < 0,05) nos valores
de pH nas unidades amostrais de queijo Minas artesanal. Os valores de pH aos 69 dias

de maturagdo variaram em torno de 5,66 % e foram valores superiores aos encontrados
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por Machado et al. (2004). Esse fato pode ser explicado uma vez que Machado et al.
(2004) analisaram amostras com tempo médio de maturacdo de seis dias enquanto que,
no presente estudo, analisou-se amostras com tempo médio de maturacdo de 53 dias.
Dessa maneira, como o grau de protedlise esta relacionado ao tempo de fabricagéo, ou
seja, 0s queijos mais envelhecidos podem apresentar maior grau de degradacdo de
proteinas e, consequentemente, pH mais elevado.

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores do coeficiente de correlacdo de
Pearson entre os parametros microbiologicos, fisicos e fisico-quimicos das unidades

amostrais de queijo Minas artesanal da Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro.

Tabela 8. Correlacdo de Pearson (r) entre os parametros microbiolégicos, fisicos e
fisico-quimicos de unidades amostrais de queijo Minas artesanal da Cooperativa dos

Produtores Rurais do Serro, M.G.

Parametros microbiolégicos, fisicos e fisico-quimicos

B C CT M Vv (i N U S Ay P A

B 1 0,04 -004 021 -021 -022 013 -0,03
1

CT 1

M 1

\Y; 1 015 -015 -0,25

Cl 1 047 0,32

N 1 047  -0,32

U 1 0,17

S 1 017

A, 1

p 1 -0,80*

A 1

B = bactérias laticas; C = coliformes totais; CT = coliformes termotolerantes; M = massa; V = volume; CI
= cloretos; N = cloreto de sédio; U = umidade e volateis; S = sélidos totais; A,, = atividade de agua; P =
pH; A = acidez titulavel.

*p<0,05.

N&o se observou, no presente estudo, variacdo significativa nos valores de acido
latico. Entretanto, houve uma correlagéo negativa significativa (Tabela 8) entre a acidez

titulavel e o pH o que indicou que, a medida que o pH aumentou, a acidez titulavel
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diminuiu. De maneira semelhante, Martins (2006) também ndo encontrou variagdes
significativas (p < 0,05) em queijos maturados sob temperatura ambiente e a correlagéo
estabelecida entre pH e acidez titulavel também foi negativa (r = -0,46, p < 0,01).
Segundo Furtado (1997) apud Martins (2006), o calcio presente no queijo pode reagir
com o acido latico produzido e ser convertido em lactato de calcio mantendo-se em
concentracOes de equilibrio mesmo durante a maturacdo. O &cido latico também pode
ser utilizado como fonte de carbono pela microbiota secundéria (fungos e leveduras
principalmente) e a proteolise decorrente do processo de maturacdo pode aumentar 0s
valores de pH o que justifica a correlagdo inversa entre pH e acidez titulavel (SOUZA et
al., 2003).

4.2.2. Unidades amostrais de queijo Minas artesanal provenientes de
propriedades ndo cadastradas no IMA

Observou-se que, em média, houve reducdo significativa (p < 0,05) da contagem
de bactérias laticas ap6s 60 dias de maturacdo de 8,48 para 7,33 log UFC/g, com
coeficiente de variacdo considerado baixo de 3,521 % nas unidades amostrais
provenientes de propriedades ndo cadastradas no IMA (Tabela 9).

A contaminacdo por coliformes totais variou significativamente de valores
iniciais de 4,20 para finais de 1,13 log NMP/g e a de coliformes termotolerantes
também variou significativamente de 3,16 para 0,78 log NMP/g ao final da maturacéo
(Tabela 9).

A elevada contaminacéo inicial por coliformes pode indicar a falta de adocdo
das BPF na ordenha e na fabricacdo dos queijos. Ao final de 60 dias de maturacao, a
populacdo de coliformes ja se encontrava dentro dos limites preconizados pelo
Regulamento da Lei n°® 14.185, de 31 de janeiro de 2002. Ressalta-se que a maturagéo é
utilizada para realcar as caracteristicas sensoriais dos queijos e possui papel coadjuvante
na garantia da seguranca alimentar desse produto sendo que os queijos devem ser
produzidos com alta qualidade para atender a rigorosos padrées microbioldgicos que

asseguram a sua inocuidade, ja que sdo fabricados a partir de leite cru.
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Tabela 9. Contagem de bactérias laticas (log UFC/g), enumeracdo de coliformes totais
e termotolerantes (log NMP/g) em unidades amostrais de queijo Minas artesanal
provenientes de propriedades ndo cadastradas no IMA, analisadas antes de 60 dias e

apos 60 dias de maturacao.

Amostra Maturacéo Bactérias Coliformes Coliformes
(dias) laticas Totais Termotolerantes
Bl 5 8,95 4,66 2,56
B2 8,62 > 5,04 2,87
B3 8,58 4,04 <248
B4 8,71 4,04 <248
B5 8,56 4,04 2,87
Al 12 8,18 > 4,04 > 4,04
A2 8,30 > 4,04 4,04
A3 8,38 > 4,04 3,66
A4 8,45 > 4,04 2,54
A5 8,08 > 4,04 > 4,04
Bl 66 7,23 <0,48 <0,48
B2 7,53 <0,48 <0,48
B3 6,93 <0,48 <0,48
B4 7,26 <0,48 <0,48
B5 7,08 <0,48 <0,48
Al 75 7,74 2,66 1,63
A2 7,84 0,96 0,96
A3 7,04 1,97 <0,48
A4 7,36 1,97 0,96
A5 7,34 1,36 1,36

A maturagdo por 60 dias sob temperatura ambiente e fora das embalagens das
unidades amostrais de queijo Minas artesanal provenientes de propriedades nao
cadastradas no IMA promoveu variacdo média significativa dos valores fisicos e fisico-
quimicos, exceto para o teor de acido latico (Tabela 10). Essas variacBes foram

decorrentes da perda de umidade durante o processo de maturacao.
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Tabela 10. Analise fisico-quimica e coeficiente de variacdo (CV) em unidades
amostrais de queijo Minas artesanal provenientes de propriedades ndo cadastradas no

IMA, analisadas antes de 60 dias e ap0s 60 dias de maturacao.

Maturacéo (dias)

Anélises CV (%)
> 60 > 60
Massa (g) 995,14 a 500,43 b 13,883
Diametro (cm) 15,23 a 14,03 b 8,123
Altura (cm) 453 a 34D 15,016
Volume (cm®) 826,50 a 527,67 b 20,382
Cloretos (%0) 0,475 a 0,568 b 16,026
NaCl (%) 0,783 a 0,937 b 16,007
Umidade e volateis (%) 54,34 a 40,17 b 2,509
Sélidos totais (%) 45,66 b 59,82 a 2,248
Atividade de agua (Aw) 0,915 a 0,871b 0,827
pH 572a 6,47 b 5,082
Acidez titulavel (% acido latico) 0,827 a 0,725 a 24,723

As médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade por
ANOVA.

Na Tabela 11 estdo apresentados os coeficientes de correlacdo de Pearson entre
as variaveis estudadas. O decréscimo da populacdo de bactérias laticas foi diretamente
influenciado pela reducédo da atividade de dgua e umidade. J& 0 aumento dos teores de
NaCl, cloretos e solidos totais influenciaram inversamente a contagem de bactérias
laticas por interferirem na disponibilidade de 4gua do queijo.

A perda de volume dos queijos relacionou-se diretamente com a umidade e,
consequentemente, com o decréscimo da A, Observou-se correlacdo inversa e

significativa entre pH e acidez titulavel.
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Tabela 11. Correlacdo de Pearson (r) entre os pardmetros microbioldgicos, fisicos e
fisico-quimicos de unidades amostrais de queijo Minas artesanal provenientes de

propriedades ndo cadastradas no IMA.

Parametros microbioldgicos, fisicos e fisico-quimicos

B C CT MV C(CI N ) S Ay P A
B 1 -0,51* -051* 0,90* -0,90~ 0,85 -0.81* 0,35
1
CT 1
M 1
vV 1 0,73* -0,73*  0,74*
Cl 1 -0,58* 0,24
N 1 -0,58* 0,24
u 1 0,95*
S 1 -0,95*
A, 1
P 1 -0,65*
A 1

B = bactérias laticas; C = coliformes totais; CT = coliformes termotolerantes; M = massa; V = volume; ClI
= cloretos; N = cloreto de s6dio; U = umidade e volateis; S = sdlidos totais; A,, = atividade de &gua; P =
pH; A = acidez titulavel.

*p<0,05.

4.2.3. Unidades amostrais de queijo Minas artesanal provenientes de

propriedade cadastrada no IMA

Observou-se que, em meédia, houve reducdo significativa da contagem de
bactérias laticas apds 60 dias de maturacao de 7,95 para 5,7 log UFC/g com coeficiente
de variacdo baixo de 9,273 % nas unidades amostrais proveniente da propriedade
cadastrada no IMA (Tabela 12).

A contaminacdo por coliformes totais variou de 2,75 para 0,48 log NMP/g apés
60 dias de maturagédo e a contaminacgao por coliformes termotolerantes variou de 1,91
para 0,48 log NMP/g no mesmo periodo avaliado, ambos com diferenca

estatisticamente significativa (p < 0,05) (Tabela 12).
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Tabela 12. Contagem de bactérias laticas (log UFC/g), enumeracdo de coliformes totais
e termotolerantes (log NMP/g) em unidades amostrais de queijo Minas artesanal
provenientes de propriedade cadastrada no IMA, analisadas antes de 60 dias e ap6s 60

dias de maturacéo.

Amostra Maturacao (dias) Bactérias Coliformes Coliformes
laticas Totais Termotolerantes
1 7 8,78 3,04 2,0
2 8,01 2,20 3,0
3 14 8,88 3,04 1,6
4 8,66 > 3,04 1,6
5 7,28 1,97 1,6
6 21 7,43 > 3,04 1,6
7 7,36 3,04 2,4
8 7,18 2,66 14
9 60 5,30 <0,48 <0,48
10 5,18 <0,48 <0,48
11 5,36 <0,48 <0,48
12 5,48 <0,48 <0,48
13 67 5,32 <0,48 <0,48
14 6,28 <0,48 <0,48
15 6,32 <0,48 <0,48
16 6,34 <0,48 <0,48

A maturagdo por 60 dias sob temperatura ambiente e fora de embalagens das
unidades amostrais de queijo Minas artesanal provenientes da propriedade cadastrada no
IMA também promoveu variacdo média significativa dos valores fisicos e fisico-

quimicos, exceto para os teores de cloretos e NaCl e o valor pH (Tabela 13).
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Tabela 13. Analise fisico-quimica e coeficiente de variacdo (CV) em unidades
amostrais de queijo Minas artesanal provenientes de propriedade cadastrada no IMA,

analisadas antes de 60 dias e apds 60 dias de maturacao.

Maturacéo (dias)

Anélises CV (%)
> 60 > 60
Massa () 720,22 a 466,44 b 8,175
Diametro (cm) 12,05a 10,72 b 2,691
Altura (cm) 491a 4,36 b 4,565
Volume (cm®) 559,68 a 394,82 b 6,486
Cloretos (%0) 0,716 a 0,614 a 36,239
NaCl (%) 1,180 a 1,012 a 36,238
Umidade e volateis (%) 47,74 a 27,52 b 14,591
Sélidos totais (%) 52,26 b 72,48 a 8,804
Atividade de agua (Aw) 091a 0,82b 0,691
pH 519a 513a 5,149
Acidez titulavel (% &cido latico) 1,026 a 1,584 b 10,346

As médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade por
ANOVA.

Na Tabela 14 estdo apresentados os coeficientes de correlacdo de Pearson entre
as variaveis estudadas. O decréscimo da populacdo de bactérias laticas correlacionou-se
diretamente com a reducdo da atividade de agua e umidade. J& os aumentos dos teores
de soélidos totais e da acidez tituldvel influenciaram inversamente a contagem de
bactérias laticas. Ndo foi observada correlacdes inversas entre bactérias laticas e
cloretos ou NaCl.

A perda de volume dos queijos também se correlacionou diretamente com a

perda de umidade e, consequentemente, com o decréscimo da Ay,
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Tabela 14. Correlacdo de Pearson (r) entre os pardmetros microbiologicos, fisicos e
fisico-quimicos de unidades amostrais de queijo Minas artesanal provenientes de

propriedade cadastrada no IMA.

Parametros microbioldgicos, fisicos e fisico-quimicos

B C CT MV Cl N ) S Ay P A
B 1 015 -0,15 0,88 -0,88* 089* -0.23 -0,89*
1
CT 1
M 1
vV 1 0,88* -0,88*  0,95*
Cl 1 0,16*  -0,30
N 1 0,16*  -0,30
u 1 0,89*
S 1 -0,89*
A, 1
P 1 -0,14
A 1

B = bactérias laticas; C = coliformes totais; CT = coliformes termotolerantes; M = massa; V = volume; ClI
= cloretos; N = cloreto de s6dio; U = umidade e volateis; S = sélidos totais; A,, = atividade de &gua; P =
pH; A = acidez titulavel.

*p<0,05.

4.2.4. Relacdo entre cadastramento das propriedades no IMA e condicéo de

maturacao

As analises realizadas estiveram de acordo com 0s experimentos 1, 2, e 3 0s
quais encontram-se apresentados no Quadro 6.

A maturacdo do queijo Minas artesanal dentro da embalagem original & vécuo e
sob temperatura de refrigeracdo por 60 dias exerceu menor decréscimo na contagem de
bactérias laticas comparada a maturagdo do queijo fora das embalagens sob temperatura

ambiente (Figura 2).
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Figura 2. Contagem de bactérias laticas (log UFC/g) em unidades amostrais de queijo
Minas artesanal referentes aos experimentos 1, 2 e 3, analisadas antes de 60 dias (m) e
apos 60 dias (0) de maturagao.

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula entre os tempos de maturagdo no mesmo
experimento e mailscula no mesmo tempo de maturacéo entre os experimentos ndo diferiram entre si ao
nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Experimento 1: Doze unidades amostrais de queijo Minas artesanal adquiridas de queijarias com o
cadastro no IMA proveniente da Cooperativa dos Produtores Rurais. Seis unidades amostrais foram
analisadas aos 37 dias de maturacdo e as outras seis foram maturadas na embalagem original sob
refrigeracdo e analisadas com 69 dias de maturacéo.

Experimento 2: Vinte unidades amostrais de queijo Minas artesanal adquiridas de duas queijarias sem o
cadastro no IMA. Dez unidades amostrais, cinco de cada propriedade, foram analisadas com tempo de
maturagdo inferior a 60 dias (cinco e 12 dias) e as outras dez foram maturadas fora da embalagem original
sob temperatura ambiente e analisadas com tempo de maturacdo superior a 60 dias (66 e 75 dias).
Experimento 3: Dezesseis unidades amostrais de queijo Minas artesanal adquiridas de uma queijaria
cadastrada no IMA. Oito unidades amostrais foram analisadas com o tempo de maturagéo inferior a 60
dias (7, 14 e 21 dias) e oito foram maturadas fora da embalagem original sob temperatura ambiente e

analisadas com tempo de maturacéo igual ou superior a 60 dias (60 e 67 dias).

O elevado numero de bactérias laticas encontrado em queijo Minas artesanal
durante a maturacdo contribuem para o estabelecimento de condi¢des que podem inibir
a multiplicacdo de microrganismos indesejaveis. Beresford et al. (2001) ja apontaram
para uma populacdo de culturas laticas ndo iniciadoras (ndo starter), ao final da
maturacdo, de 10® UFC/g em queijos produzidos com leite cru e de 10° UFC/g em

queijos produzidos com leite pasteurizado.
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As bactérias laticas iniciadoras, entre as quais Lactococcus lactis subsp. lactis e
L. lactis subsp. cremosis (PERRY, 2004), sdo responsaveis pela fermentacdo da lactose
com producéo de &cidos o que leva a reducédo do pH do leite, alteram o potencial redox
e o teor de umidade criando ambiente ideal para acdo da quimosina e desenvolvimento
posterior da microbiota secundaria. A microbiota secundaria composta por uma
complexa mistura de bactérias, leveduras e fungos filamentosos juntamente com as
enzimas produzidas pela cultura iniciadora é responsavel pelos processos bioquimicos
de protedlise e lipdlise e formacdo de compostos volateis 0s quais sdo responsaveis
pelas caracteristicas sensoriais do queijo.

Houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na enumeracéo inicial
de coliformes totais entre todos os experimentos avaliados (Figura 3) o que ndo foi
observado para a enumeracdo de coliformes termotolerantes (Figura 4). N&o foi
observada diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) na enumeracdo de
coliformes totais e termotolerantes apds 60 dias de maturacdo provavelmente devido ao

efeito da maturacdo sobre bactérias do grupo coliformes (Figura 3 e 4).
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2,00 -

150 . 2C bA
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Coliformes totais (logNMP/qg)

Figura 3. Enumeragéo de coliformes totais (log NMP/g) em unidades amostrais de
queijo Minas artesanal referentes aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda da figura 2),

analisadas antes de 60 dias (m) e ap6s 60 dias (0) de maturagao.

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula entre os tempos de maturagdo no mesmo
experimento e mailscula no mesmo tempo de maturacdo entre 0s experimentos nao diferiram entre si ao

nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 4. Enumeracdo de coliformes termotolerantes (log NMP/g) em unidades
amostrais de queijo Minas artesanal referentes aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda

da figura 2), analisadas antes de 60 dias (m) e apos 60 dias (0) de maturagao.

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula entre os tempos de maturagdo no mesmo
experimento e mailscula no mesmo tempo de maturacéo entre 0s experimentos ndo diferiram entre si ao
nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em geral, a maturagéo do queijo Minas artesanal por 60 dias fora da embalagem
a temperatura ambiente promoveu maiores variac@es nas caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas (Figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12).

As diferencas significativas encontradas nos valores de massa (Figura 5) e nos
de volume (Figura 6) das unidades amostrais entre 0s experimentos avaliados podem
estar associadas a perda de umidade durante a maturacdo. Houve reducédo significativa
de massa e volume das unidades amostrais analisadas antes e ap6s 60 dias de maturagédo
a temperatura ambiente. Comportamento semelhantes de massa e dimens@es do queijo
Minas artesanal foram observados por Martins (2006) em unidades amostrais de queijo
Minas artesanal maturadas sob temperatura de refrigeracdo e embaladas a vacuo e
também em unidades amostrais maturadas sob temperatura ambiente fora das
embalagens. De acordo Martins (2006), a massa do queijo pode ser considerada uma
das caracteristicas de maior importancia devido a sua relagdo direta com o rendimento
dos queijos, gerando questionamento sobre os custos de producdo, caso 0S queijos

sejam maturados por longos periodos.
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Figura 5. Valores de massa (g) de unidades amostrais de queijo Minas artesanal
referentes aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda da figura 2), analisadas antes de 60
dias (m) e ap6s 60 dias (0) de maturagao.

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula entre os tempos de maturagdo no mesmo

experimento e mailscula no mesmo tempo de maturacéo entre os experimentos ndo diferiram entre si ao
nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 6. Valores de volume (cm®) de unidades amostrais de queijo Minas artesanal
referentes aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda da figura 2), analisadas antes de 60
dias (m) e ap6s 60 dias (0) de maturagao.

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula entre os tempos de maturacdo no mesmo

experimento e maidscula no mesmo tempo de maturacdo entre os experimentos ndo diferiram entre si ao

nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
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A falta de padronizacdo da salga durante a manufatura dos queijos pode explicar
as diferencas significativas dos resultados de NaCl (Figura 7) e de cloretos (dados néo
mostrados) entre os experimentos realizados. O processo de salga é feito manualmente,
com adicdo de sal grosso sobre a superficie dos queijos, o que causa diferencas na
quantidade de sal adicionada aos queijos. N&o foi observada interacdo entre os periodos
de maturacdo avaliados e a condi¢do de maturacdo de cada experimento, de modo que
foram apresentados na Figura 7 somente os resultados das diferencas encontradas entre
0s experimentos, pois foi significativo. Entretanto, no estudo de Martins (2006) foi
possivel observar interagdo entre periodo de maturacdo e condi¢do de maturacéo.

O decréscimo do teor umidade e volateis (Figura 8) e 0 aumento do teor de
solidos totais (Figura 9) apos 60 dias de maturacdo foram significativos e dependentes
da condicdo de maturacdo dos experimentos. Observou-se perda acentuada de umidade
na condi¢do de maturagdo sob temperatura ambiente sendo que foi mais acentuada nas
unidades amostrais provenientes de propriedade cadastrada no IMA.

1,200
1,000
0,800
0,600

NaCl (%)

0,400
0,200

0,000
1 2 3

Experimento

Figura 7. Valores de NaCl (%) de unidades amostrais de queijo Minas artesanal
referentes aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda da figura 2), analisadas antes de 60

dias e apos 60 dias de maturagéo.
As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula entre os experimentos ndo diferiram entre

si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 8. Valores de umidade e volateis (%) de unidades amostrais de queijo Minas
artesanal referentes aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda da figura 2), analisadas

antes de 60 dias (m) e apds 60 dias (0) de maturagio.

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula entre os tempos de maturagdo no mesmo
experimento e mailscula no mesmo tempo de maturagéo entre os experimentos ndo diferiram entre si ao
nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 9. Valores de solidos totais (%) de unidades amostrais de queijo Minas artesanal
referentes aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda da figura 2), analisadas antes de 60
dias (m) e apds 60 dias (0) de maturagao.

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula entre os tempos de maturago no mesmo

experimento e maitscula no mesmo tempo de maturacdo entre os experimentos ndo diferiram entre si ao

nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Houve reducdo significativa da A, ap6s 60 dias de maturagdo nas unidades
amostrais de queijo Minas artesanal maturadas sob temperatura ambiente fora das
embalagens (Figura 10). A reducdo nos valores de atividade de agua foi atribuida por
Beresford et al. (2001) e Souza et al. (2003) pela evaporacdo da agua, salga e também
pela reacdo de hidrdlise de proteinas a peptideos e aminoécidos e de triglicerideos a
glicerol e &cidos graxos durante a maturagdo, reacfes essas que consomem moléculas de

agua.
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Figura 10. Valores de atividade de agua (Ay) de unidades amostrais de queijo Minas
artesanal referentes aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda da figura 2), analisadas

antes de 60 dias (m) e apds 60 dias (0) de maturacao.
As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula entre os tempos de maturagdo no mesmo
experimento e maidscula no mesmo tempo de maturacdo entre os experimentos ndo diferiram entre si ao

nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Observou-se um aumento significativo dos valores de pH tanto em unidades
amostrais de queijo Minas artesanal maturadas dentro da embalagem original a
temperatura de refrigeracdo quanto em unidades maturadas fora da embalagem a
temperatura ambiente (Figura 11) o indica a maior ocorréncia de proteolise que pode ser
atribuida a elevada populacdo de bactérias laticas e coliformes apresentada por essas
unidades amostrais.

O pH mais elevado pode comprometer a acao inibitdria dos acidos presentes no
queijo. A acdo inibitoria do pH contra microrganismos esta diretamente associada a

presenca de acidos orgéanicos na forma nédo dissociada. Como o principal acido organico
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presente no queijo Minas artesanal é o &cido latico, que possui 0 valor da constante de
dissociagdo (pKa) igual a 3,08, quanto menor o pH do meio maior a concentragdo da
sua forma ndo dissociada. Dessa forma, os acidos organicos penetram mais facilmente a
membrana plasmatica dos microrganismos e somente no citoplasma dessas células irdo
se dissociar ao encontrar um ambiente com o pH em torno de 7, ou seja, muito acima do

seu valor de pKa.

7,00 - aA
6,00 - bB aB bA
5,00 -
T 4,00 -
3,00 -
2,00
1,00 -

0,00 . . .
1 2 3

Experimento

aB aC

Figura 11. Valores de pH de unidades amostrais de queijo Minas artesanal referentes
aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda da figura 2), analisadas antes de 60 dias (m) ¢
apos 60 dias (O0) de maturagao.

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula entre os tempos de maturagdo no mesmo

experimento e maidscula no mesmo tempo de maturacdo entre os experimentos ndo diferiram entre si ao

nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Foi constatado aumento significativo de acidez titulavel apenas nas unidades
amostrais de queijo Minas artesanal maturadas fora da embalagem a temperatura
ambiente e produzidas na propriedade cadastrada no IMA (Figura 12).

Diferencas nos valores de pH observadas estdo associadas a producao de &cido
latico por bactérias laticas o qual ocasiona diminui¢do do pH durante a primeira semana
de maturacdo. O incremento do valor do pH e a diminuicdo do percentual de acido
latico ap0ds esse periodo pode ocorrer em fungdo da utilizacdo do acido latico como
fonte de energia por fungos e leveduras aliado ao processo proteolitico o qual gera

produtos nitrogenados tornando o meio alcalino (Souza et al., 2003).
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Figura 12. Valores de acidez titulavel (% de AL = % de &cido latico) de unidades
amostrais de queijo Minas artesanal referentes aos experimentos 1, 2 e 3 (vide legenda

da figura 2), analisadas antes de 60 dias (m) e apos 60 dias (0) de maturagao.

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula entre os tempos de maturagdo no mesmo
experimento e mailscula no mesmo tempo de maturagéo entre os experimentos ndo diferiram entre si ao
nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

4.2.5. Unidades amostrais de queijo Minas artesanal artificialmente

contaminadas com L. innocua

O comportamento da contagem de bactérias laticas nas unidades amostrais de
queijo Minas artesanal artificialmente contaminadas com L. innocua, produzidas na
regido do Serro, M.G. pode ser observado no modelo de regressdo proposto, em que
houve declinio significativo (P = 0,0065) na populacdo a medida que o tempo de
maturacdo aumentou (Figura 13). A contagem variou de 7,74 log UFC/g para 6,65 log
UFC/g aos 60 dias de maturacao.

63



g , 8 l Y = 7,7574 - 0,0208 x
5 76 3 R?=0,9385
874 P = 0,0065
@72 -

(&)

5 s

[%2] 1] B

< 6,6 o
<)

% 6,4 T T T T T T T T T T 1
m

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo de maturagéo (dias)

Figura 13. Evolucdo da contagem de bactérias laticas (log UFC/g) ao longo de 60 dias
de maturacdo a temperatura ambiente em unidades amostrais de queijo Minas artesanal

artificialmente contaminadas com L. innocua, produzidas na regido do Serro, M.G.

Diferente dos achados do presente estudo, Souza et al. (2003) ndo encontrou
variacdo significativa das contagens de Lactococcus e Lactobacillus do sétimo para o
60° dia de maturacdo, sendo que as contagens variaram de 9,31 para 8,00 log UFC/g e
de 8,38 para 8,15 log UFC/g, respectivamente.

Reducdo consideravel da populacdo de coliformes totais decorrente do processo
de maturacgéo foi observada nas unidades amostrais intencionalmente contaminadas com
L. innocua (Tabela 15). A enumeracdo de coliformes totais, em média, foi de 5,44 log
NMP/g no quinto dia de maturacdo e reduziu para 1,14 log NMP/g aos 60° dia de
maturagdo. Os resultados da enumeragdo de coliformes termotolerantes, considerando
os valores médios, variaram de 4,87 log NMP/g iniciais para valores inferiores a 0,48
log NMP/g no tempo de analise final. Nota-se que os valores iniciais encontraram-se
fora do que é preconizado pelo Regulamento da Lei Estadual 14.185, porém apos 60
dias de maturacdo, esses valores ja se encontravam nos limites aceitaveis.

Resultados semelhantes foram encontrados por Souza et al. (2003) em que
reducdo significativa a valores admissiveis ocorreu na populacdo de coliformes totais e
termotolerantes em amostras de queijo artesanal com 60 dias de maturacdo. Esses
autores ressaltaram que a contagem de coliformes totais variou do sétimo para o 60° dia
de maturacdo, respectivamente, de 5,76 para 0,57 log UFC/g no periodo do verdo e de
4,98 para 3,01 log UFC/g no periodo do inverno. J& a contagem de coliformes

termotolerantes variou do sétimo para o 60° dia de maturacdo, respectivamente, de 3,92
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para valores menores que 10 log UFC/g no periodo do verdo e de 4,98 para 2,18 log
UFC/g no periodo do inverno. Segundo os autores, a atividade de agua e o teor de
umidade do queijo sdo fatores que influenciaram no decréscimo da populacdo de

coliformes.

Tabela 15. Enumeracdo de coliformes totais e termotolerantes (log de NMP/g) ao longo
de 60 dias de maturacdo a temperatura ambiente em unidades amostrais de queijo Minas
artesanal artificialmente contaminadas com L. innocua, produzidas na regido do Serro,
M.G.

Amostra® Maturacéo (dias) Coliformes totais® Coliformes termotolerantes®

LA 5 5,18 4,56
LB 5 6,66 5,58
LC 5 <4,48 <448
LA 15 3,18 <248
LB 15 4,32 <248
LC 15 3,63 <248
LA 30 2,38 0,87
LB 30 2,66 1,63
LC 30 1,63 <0,48
LA 45 2,38 <0,48
LB 45 > 3,04 1,36
LC 45 2,38 0,79
LA 60 0,56 <0,48
LB 60 2,38 <0,48
LC 60 <0,48 <0,48

®LA, LB e LC representam os lotes dos queijos analisados em cada tempo de maturag&o.
® Equacio de regressdo: Y = 5,124 - 0,067x (R? = 0,848 ; P = 0,026).
® Equacéo de regressao: Y = 4,160 - 0,071x (R*= 0,775 ; P = 0,048).

A massa e as dimensdes das unidades amostrais ndo foram avaliadas nesse
estudo em funcédo da falta de uniformidade dos queijos produzidos. Alteracdes fisico-
quimicas significativas advindas do processo de maturacdo estdo apresentadas nas
Figuras 14, 15, 16, 17.

Os valores de umidade e de solidos totais variaram significativamente (P < 0,05)

ao longo da maturacdo, em razdo da perda de agua, até atingirem valores
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aproximadamente
(Figura 14 e 15).
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Figura 14. Evolucdo da umidade (%) ao longo de 60 dias de maturacdo a temperatura

ambiente em unidades amostrais de queijo Minas artesanal artificialmente contaminadas

com L. innocua, produzidas na regiéo do Serro, M.G.
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Figura 15. Evolugdo dos sélidos totais (%) ao longo de 60 dias de maturacdo a

temperatura ambiente em unidades amostrais de queijo Minas artesanal artificialmente

contaminadas com L. innocua, produzidas na regido do Serro, M.G.

Sélvio (1993) também encontrou diferencas entre os valores de umidade de

queijo Minas maturados sob refrigeracdo, a 12 °C e a temperatura ambiente e afirmou

qgue o baixo teor de umidade encontrado nos queijos a temperatura ambiente, apds

maturacdo pode contribuir para a inativacdo de microrganismos contaminantes. De

forma semelhante, Souza et al. (2003) encontraram diferenca significativa (p < 0,05)

entre o percentual de umidade no sétimo dia e no 60° dia de maturacdo de queijos
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artesanais, respectivamente, com valores que variaram de 40,52 % para 27,57 % no
periodo de verdo e de 45,37 % para 32,98 % no periodo de inverno.

A A, (Figura 16) e a acidez titulavel (Figura 17) tiveram comportamentos
lineares em funcédo do tempo de maturacdo, com reducdo e aumento, respectivamente de

forma significativa (P < 0,05).
~ 0,920 Y =0,9154 - 0,0013 X
R?=0,9326
P =0,0076

0,820 T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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Figura 16. Evolucdo de A, ao longo de 60 dias de maturacdo a temperatura ambiente
em unidades amostrais de queijo Minas artesanal artificialmente contaminadas com L.

innocua, produzidas na regido do Serro, M.G.

Reducdo significativa nos valores de A, de 0,970 para 0,935 durante a
maturacdo de queijo Minas artesanal no periodo de verdo também foi registrada por
Souza et al. (2003).

O aumento da acidez titulavel ao longo do tempo de maturacdo pode estar
relacionada a producéo eficiente de acidos pela microbiota latica presente no fermento
natural e menor consumo do acido por fungos e leveduras os quais contribuiram para
uma maior acidificacdo do queijo e, consequentemente, aumento da acidez titulavel com
0 tempo de maturacé@o. De acordo com Nhuch et al. (2004), o aumento significativo na
acidez titulavel de valores iniciais de 0,58 % e de 2,18 % ao final de 60 dias de
maturagao ocorreu em queijos artesanais produzidos no Rio Grande do Sul.

Salvio (1993) constatou que a maturacdo do queijo Minas, a temperatura
ambiente, por 60 dias, resultou em uma concentracdo de &cido latico, aproximadamente,

duas vezes maior do que nos queijos maturados a 12 °C e sob refrigeracao.
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Figura 17. Evolucédo da acidez titulavel (% de AL = % de &cido latico) ao longo de 60
dias de maturacdo a temperatura ambiente em unidades amostrais de queijo Minas
artesanal artificialmente contaminadas com L. innocua, produzidas na regido do Serro,
M.G.

Apesar de se observar, em termos numéricos, um aumento do pH do quinto para
0 15° dia e posterior diminui¢do nos demais tempos de maturacdo avaliados, a evolugédo
de pH ndo foi explicada em funcdo do tempo (P > 0,05) por meio da anélise de
regressdo nos modelos testados (Tabela 16). Séalvio (1993) também constatou, no
decorrer da maturacdo de queijo Minas, reducao gradual nos valores de pH para valores
entre 5,27 e 5,54, com 60 dias de maturacdo. Pinto (2008) encontrou gque, durante os 60
dias de maturagé@o de queijo Minas artesanal do Serro, os valores de pH estiveram entre
450e4,87.

A evolucao do percentual de NaCl e cloretos também ndo foram explicadas em
funcdo do tempo (P > 0,05). O elevado coeficiente de variacdo indicou a falta de
padronizacao do processo de salga dos queijos (Tabela 12). Nhuch et al. (2004) também
atribuiram os valores discrepantes no percentual de cloretos a falta de padronizag¢do no
processo de salga. Souza et al. (2003) encontraram teores de NaCl maiores do que 0s
encontrados no presente estudo com variagao de 1,9 % para 3,4 % (sétimo e 60° dia de
maturacao, respectivamente) no periodo de verdo e de 1,8 % para 3,1 % no periodo de
inverno. Pinto (2008) constatou teores de cloretos acima dos valores encontrados no
presente estudo sendo que esses valores ultrapassaram 2 % somente ap6s o 30° dia de
maturacao.

A evolucdo das caracteristicas fisico-quimicas ao longo da maturagdo das

unidades amostrais do queijo Minas artesanal produzidas na regido do Serro, M.G. néo
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gerou condicdes antagonistas a ponto de L. innocua ndo ser detectada pelas
metodologias de pesquisa utilizadas. Esse fato pode estar relacionado com a
contaminacdo artificial e ndo da presenca natural do microrganismo no ambiente de
producdo, sendo que 0s microrganismos naturalmente presentes no queijo, por estarem

propicios a mais condicdes de stress, talvez ndo fosse detectado.

Tabela 16. Valores de contagem de bactérias laticas e das andlises fisico-quimicas com
seus respectivos coeficientes de variacdo (CV em %) entre paréntesis ao longo de 60
dias de maturacdo a temperatura ambiente de unidades amostrais de queijo Minas
artesanal artificialmente contaminadas com L. innocua, produzidas na regido do Serro,
M.G.

Tempo de Maturacéao (dias)

Andlises (CV em %)
5 15 30 45 60

Bactérias laticas (log UFC/g) 7,74 7,43 7,05 6,67 6,65
(12,47)  (530) (6,56)  (10,02) (13,83)

Umidade (%) 42,8102 34,8312 30,8442 31,5717 28,5437
(1,06)  (590) (7,06) (547)  (6,19)

Solidos totais (%6) 57,1898 65,1687 69,1598 68,4283 71,4563
0,80) (3,15) (314) (252)  (2.47)

Cloretos (%) 0569 0327 0,339 0342 0419
(554) (2555) (1524) (16,52) (18,53)

NaCl (%) 0939 0539 0559 0564 0,691
(5,45) (25,88) (1518) (16,50) (18,46)

Atividade de agua (Aw) 0910 089 0,867 0868 0,832
(0,479)  (1,21)  (2,33)  (1,60)  (4,34)

pH 5,49 5,78 5,61 5,53 5,39

(1,41)  (1,58)  (1,19)  (1,64)  (1,09)

Acidez titulavel (%) 1,004 0948 1,228 1348 1,423

(10,78) (10,76)  (3,14)  (16,39) (21,64)

Na Tabela 17 estdo apresentadas as correlagdes significativas entre as variaveis

analisadas no presente estudo.
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Tabela 17. Correlacdo de Pearson (r) entre os pardmetros microbiologicos, fisicos e
fisico-quimicos de unidades amostrais de queijo Minas artesanal artificialmente

contaminadas, analisadas antes de 60 dias e ap6s 60 dias de maturacao.

Parametros microbioldgicos, fisicos e fisico-quimicos

B C CT M Vv C(Cl N ) S Ay P A
B 1 053 053 090* -090* 091* -041  -0,94*
1
CT 1
M 1
V 1 0,85* -0,85*  0,93*
Cl 1 0,36 -0,54
N 1 036  -054
u 1 0,89*
S 1 -0,89*
A, 1
P 1 -0,68
A 1

B = bactérias laticas; C = coliformes totais; CT = coliformes termotolerantes; M = massa; V = volume; Cl
= cloretos; N = cloreto de s6dio; U = umidade e volateis; S = solidos totais; A,, = atividade de &gua; P =
pH; A = acidez titulavel.

*p<0,05.

Bactérias laticas correlacionaram-se diretamente com a A, € a umidade e
indiretamente com os soélidos totais e a acidez titulavel assim como observado
anteriormente. Nota-se correlagéo direta entre a A,, € a umidade e inversa entre a A, €

os sélidos totais. N&o foi observada correlacdo entre acidez titulavel e pH.
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5. CONCLUSOES

O método de PCR-BAX® para a pesquisa de Salmonella sp. e VIDAS®-LMO
para a pesquisa de L. monocytogenes apresentaram resultados semelhantes aos
apresentados pela metodologia convencional.

Salmonella sp. e L. monocytogenes ndo foram recuperados nas unidades
amostrais de queijo Minas artesanal provenientes da regido do Serro, MG. analisadas, 0
que pode estar relacionado com a presenca de nimero mais elevado de microrganismos
competidores e por células injuriadas.

O periodo de maturacdo minimo de 60 dias para maturacdo do queijo Minas
artesanal, exigido pela Lei Estadual 14.185, ndo foi suficiente para garantir seguranca
microbiolégica no produto quando queijos foram produzidos com leite cru
artificialmente contaminado com L. innocua.

A caracterizacdo fisico-quimica permitiu avaliar as condicGes intrinsecas do
queijo que poderiam influenciar na sobrevivéncia dos microrganismos avaliados além
de fornecer informacdes que poderdo contribuir para o estabelecimento dos padrdes de

identidade e qualidade do queijo Minas artesanal.
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