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RESUMO

SANTOS, Aline Silva. Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri,
Diamantina, agosto de 2010. 66p. Queijo Minas Artesanal da microrregido do Serr o-
MG: efeito da sazonalidade sobre a microbiota do leite cru e comportamento
microbiologico durante a maturacdo. Orientador: Christiano Vieira Pires.
Coorientador: Paulo de Souza Costa Sobrinho. Trabalho de Conclusédo de Curso (Pos-
Graduagdo Sricto Sensu em Zootecnia).

O objetivo deste trabalho foi verificar a qualidade microbioldgica do leite cru e da agua
utilizados na fabricagdo do queijo e a qualidade microbioldgica do queijo Minas Artesanal do
Serro em temperatura ambiente e sob refrigeracéo (8°C), durante 63 dias de maturacéo, e sua
comparagcdo com os critérios microbioldgicos exigidos pela Lei Estadual n.° 14.185, de 31 de
janeiro de 2002, especifica para queijos artesanais. Todas as amostras de agua apresentaram
contaminag&o por coliformes totais acima do valor maximo permitido. Nenhuma amostra de
agua apresentou contaminacdo por coliformes fecais. Para duas amostras de leite cru a
contagem de mesofilos apresentou-se acima dos limites permitidos pela legislagdo brasil ira.
As contagens de Saphylococcus aureus no leite variaram entre 0 log UFC/mL e 3,46 log
UFC/mL. Escherichia coli esteve ausente em todas as amostras de leite analisadas. A
contagem de células sométicas variou entre 13.500 célulassmL e 260.500 células/mL e
somente uma amostra estava fora dos padrbes para acidez. Listeria monocytogenes €
Salmonella spp ndo foram encontradas em nenhuma das amostras de queijo analisadas nos
diferentes tempos e temperaturas de maturacéo e n&o houve efeito significativo das condigdes

de maturacdo em seus pardmetros microbiol dgicos.

Palavras-chave: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, maturagdo, mesofilos, Salmonella

SpPp



ABSTRACT

SANTOS, Aline Silva. Federal University of the Jequitinhonha and Mucuri Valleys,
Diamantina, August, 2010. 66p. Handmade Minas Cheese of a Serro-MG
microregion: seasonality effect on the raw milk microflora and microbiological
behavior during maturation. Advisor: Christiano Vieira Pires. Co-advisor: Paulo de
Souza Costa Sobrinho. Course Conclusion Work (Post-Graduation Sricto Sensu in
Animal Science).

The aim of this study was to assess the microbiologica quality of raw milk and water used in
cheese production and the microbiological qual ity of handmade Minas Cheese produced in
Serro-MG at room temperature and under refrigeration (8°C) during 63 days of maturation
and its comparison with the microbiological criteria required by the State Law N° 14,185 of
January 31, 2002, specifically to handmade cheeses. All of the water samples showed total
coliform count above the maximum allowed. No water sample showed contamination by fecal
coliforms. For two raw milk samples the mesophilic count presented above the allowed limits
according to the Brazilian law. Staphylococcus aureus counts ranged from 0 log CFU/mL and
3.46 log CFU/mL. No Escherichia coli was observed in the analyzed milk samples. The
counted somatic cell ranged from 13,500 cells/mL to 26 00 cells/mL and only one sample
was out of the standards for acidity. No Listeria monocytogenes or Salmonella spp were
found in the analyzed cheese samples at different times and temperatures of maturation and

there were no significant effect of maturation conditions on their microbiological parameters.

Keywords: Escherichia coli, Liseria monocytogenes, maturation, mesophilic, Salmonella
Spp
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1. INTRODUCAO GERAL

A producdo de queijo artesanal a partir de leite cru € uma atividade tradicional em
varios municipios de Minas Gerais. Essa atividade, além de ser a principal atividade geradora
de renda dessas regides, caracteriza a identidade socio-cultural do Estado (FURTADO, 1980).

A fabricacao tradicional do Queijo Minas Artesanal do Serro se caracteriza pela adicdo
ao leite cru, recém-ordenhado, de um fermento enddgeno (“pingo”), coletado e adicionado
para direcionar a fermentacéo. Hoje, 0s queijos artesanais ainda séo produzidos pela mesma
técnica de fabricacdo usada pelos antepassados, mas vé-se a necessidade de adaptacdes para
adequar esse importante produto as normas higiénicas e sanitérias estabelecidas pela
legislacdo. Por ser um produto bastante manipulado e produzido com leite cru, 0 queijo Minas
Artesanal pode gerar consequéncias graves a salde publica pela possibilidade de veiculacdo
de micro-organismos patogénicos e/ou suas toxinas.

Na tentativa de evitar possiveis intoxicacdes através seu consumo, a legislacéo
brasileira (BRASIL, 2000 (Resolucédo n°7)) permite a comercializacdo do queijo produzido
com leite cru, desde que maturado por 60 dias a uma temperatura superior a 5°C. No entanto,
esse longo periodo de maturacéo inviabiliza a comercializagdo do produto, quanto a aspectos
econdmicos, pelo pequeno produtor, assim como influencia a descaracterizagdo sensorial do
gueijo. Ja o produto comercializado fresco e refrigerado, como ocorre na maioria das vezes,
geralmente n3o atinge os limites microbioldgicos estabelecidos pela legislagdo (ARAUJO,
2004; PINTO, 2004; MARTINS, 2006).

Martins (2006) avaliou o efeito da maturag@o sobre as caracteristicas microbiol6gicas
do queijo do Serro armazenado a duas temperaturas, ambiente e sob refrigeragdo, por um
periodo de 64 dias e constatou que, em média, um periodo de 17 dias a temperatura ambiente
(25°C) foi suficiente para enquadrar 0s queijos nos parametros da Legislacdo Estadual n°14.
185, MINAS GERAIS (2002), especifica para queijos artesanais, produzidos no Estado de
Minas Gerais. No entanto, para as mesmas caracteristicas, no queijo mantido a temperatura de
refrigeracéo, a adequacdo so foi observada com 63 dias de maturagéo. Resultados semelhantes
foram encontrados por Dores (2007), ao estudar o efeito da maturagéo sobre as caracteristicas
microbiolégicas do queijo Minas Artesanal da Canastra, cujos resultados mostraram que 0s
gueijos mantidos a temperatura ambiente atingiram mais rapidamente os padrées minimos
exigidos pela legislacdo vigente, sendo que a espécie Staphylococcus aureus foi a que
permaneceu por mais tempo em contagens mais altas, fato que definiu o tempo minimo de 22

dias necessario para a maturacdo dos queijos. Por sua vez, o0s
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gueijos maturados sob refrigeracdo s atingiram os padrdes permitidos pela legislacdo aos 35
dias.

E de interesse de todos os envolvidos na cadeia produtiva do queijo artesanal conhecer
os efeitos da maturagéo sobre a modulacdo da microbiota patogénica, para que melhorias na
sua qualidade sejam alcancadas, através do direcionamento das adequacdes necessarias nas
propriedades rurais, bem como a capacitacdo dos produtores tendo como objetivo a
legalizacéo do comércio.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas

microbiol6gicas do queijo Minas Artesanal do municipio do Serro durante a suamaturacdo.
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1 Queijo artesanal do Serro

Minas Gerais se destaca como 0 mais importante Estado produtor de queijos artesanais
do Brasil. E uma atividade que acrescenta 70 mil toneladas/ano a oferta nacional e mantém
em torno de 27 mil produtores envolvidos. Desses, 9.445 sdo produtores rurais de quatro
regides (Serro, Cerrado, Serra da Canastra € Araxd) caracterizadas que produzem,
anualmente, 29.005 mil toneladas de queijo/ano (EMATER, 2009), em 46 municipios,
gerando 26.792 empregos diretos (EMATER, 2004b). A presenca do queijo artesanal se
espaha por 519 dos 853 municipios mineiros (CERRI, 2002).

Na regido do Serro, 881produtores colocam anualmente no mercado 3.106 toneladas
de queijo artesanal, o qual se constitui o principal produto da regido. Essa atividade gera
2.290 empregos diretos (EMATER, 2003).

A cidade do Serro irradiou a producdo de queijo que leva o seu nome para as regides
vizinhas. Fica localizada numa regido montanhosa, na vertente oriental da Serra do
Espinhaco, entre os paralelos 18° e 19° de latitude Sul na regido do Alto do Jequitinhonha, no
Estado de Minas Gerais (EMATER, 2002). O inicio de fabricacéo do queijo tipico da regido
do Serro remonta ao periodo colonial, quando os mineiros comegaram a colocar em pratica
uma heranca portuguesa. Na época do garimpo (Século XVIII), garimpeiros vindos de
Portugal em busca do ouro, passaram a fabricar o queijo com 0 mesmo processamento do
gueijo da Serra da Estrela, feito a partir de leite de ovelha. Em Minas, passou a ser produzido
com leite de vaca para consumo proprio. Em razéo da dificuldade de acesso, os produtores
tinham que conservar o fermento, estabelecendo-se assim a prética da utilizagdo do pingo
(MUNDO DO LEITE, 2003).

O pingo € uma por¢do de soro fermentado originado do dessoramento de queijos
produzidos no dia anterior e que € coletado em vasilhames para ser utilizado como fermento,
sendo, portanto, responsavel pelas caracteristicas sensoriais tradicionais e peculiares do queijo
Minas Artesanal (LEITE, 1993). A fabricagdo do queijo Minas Artesanal do Serro é
doméstica e desprovida de mecanizacdo, sendo o local de producdo chamado de casa de
gueijo ou quarto de queijo e, geralmente, localiza-se ao lado do curral, ligado a ele por uma
janela.

Como o queijo Minas Artesanal do Serro é fabricado a partir de leite cru e néo é
submetido a tratamento térmico, o risco de ser veiculador de microrganismos patogénicos
resulta em importante questéo de saude publica (PINTO et al., 1996; LOGUERCIO &
ALEIXO, 2001). A Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro comercial 50% da
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producdo de queijo Minas Artesanal do Serro que, além do mercado local, mantém um
entreposto de distribuicdo do produto na CEASA, em Belo Horizonte, e os outros 50% séo
entregues pelos produtores a intermediarios, que podem destinar o produto ao mercado da
capital, como a outros municipios ou, ainda, ao comércio vargjista do Serro (BORELLI,
2006).

Através de acordo entre produtores e poder publico, garante-se a adocao de cuidados
em relac@o a sanidade dos rebanhos, adequacdes na estrutura e praticas de higiene na ordenha
e nas queijarias, além da utilizagdo de agua abundante e potavel durante a producéo do queijo.
Os critérios relativos aos cuidados mencionados séo estabelecidos por Leis Estaduais,
aprovadas no ano de 2002 que, associadas a processos de formagdo dos produtores e atencéo
redobrada a sanidade dos rebanhos, garantem a qualidade sanitaria dos queijos. Nesse sistema,
ao invés de adotar um processo térmico, como a pasteurizagdo do leite, que elimina ndo s
possiveis bactérias patogénicas, mas também as bactérias lacticas que conferem as
caracteristicas organolépticas desgjaveis aos queijos, adota-se a postura responsavel de
prevencdo através de cuidados com o rebanho e com as préticas e procedimentosde  ene
adotados desde 0 manejo do gado, passando pela ordenha e producéo, até a maturacdo do
gueijo. Dessa forma, atende-se ao objetivo de conjugar a tradicdo da producdo com oas
praticas produtivas que visem a seguranca alimentar dos consumidores de queijo artesanal de
Minas (M ENESES, 2006).

2 Fabricacdo do queijodo Serro

O processo de fabricagdo do queijo do Serro € artesanal e Segue normas
regulamentadas que abrangem a producéo de queijos artesanais produzidos a partir de leite
cru, beneficiados nas queijarias das propriedades rurais, sem utilizacdo de técnicas industriais
(Lei Estadual n.° 4.185/2002). Cada produtor segue o caderno de normas disponivel na
Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro com todas as recomendacdes referentesao m 0
de se fazer o queijo artesanal, uma forma de tornar o produt uniforme mantendo suas
caracteristicas.

Imediatamente apds a ordenha, que pode ser manual ou mecénica, o leite passa pelo
processo de filtragem, feito por meio de filtro ou tecido sintético; em seguida, o leite é
transferido para o tanque de fabricacdo, quando sé adicionados o “pingo” e o coaho. O
“pingo”, também conhecido como cultura endégena, é definido como fermento resultante da

dessoragem dos queijos ja salgados, coletado de um dia para outro, sendo, portanto, um soro
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fermentado com certa quantidade de sal, que pode agir como inibidor de algumas
fermentacdes indesejaveis e que confere ao queijo caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas especificas (FERREIRA, 2002). Apos a coagulacéo, a coalhada é deixada em
repouso por cerca de cinco minutos, seguido de agitacéo lenta de, aproximadamente, meia
hora, até a obtencé da massa firme. A partir dai, é eliminada parte do soro e feita a
compressdo da massa nas férmas, com as maos. A salga € realizada primeiro em um lado do
gueijo e, apods duas horas, no outro lado. O pingo é coletado em recipiente higienizado, de um
diapara o outro, para ser usado na proxima fabricacao.

Os queijos séo tirados da férma no dia posterior, maturados por um periodo que varia
de trés a cinco dias, dependendo da preferéncia do consumidor €, enfim, levados para o
comércio.

O queijo Minas Artesanal do Serro possui formato cilindrico, com aproximadamente
14 cm de didmetro e altura variando de quatro a seis cm. A casca € normalmente
esbranquicada, tendendo a se transformar numa crosta fina e amarelada quando o queijo é
maturado por alguns dias (FURTADO, 1980).

3 L egislagdes do queijo Minas Artesanal

Com o objetivo de resguardar a seguranca alimentar dos consumidores, o Governo do
Estado de Minas Gerais lancou leis especificas para os ueijos Minas Artesanais (Minas
Gerais, 2002), que estabelecem critérios de funcionamento e controle da producdo desses
gueijos, as quais seguem 0s mesmos critérios microbioldgicos estipulados pela Legislagdo
Federal (BRASIL, 1996) para queijos industriais de alta umidade. Além de determinar
parametros microbiologicos, a lei estadual estabelece critérios de qualidade no
processamento, na obtencdo da matéria-prima, da agua e adequacgdo das queijarias, currais,
equipamentos, utensilios e manipuladores (DORES, 2007).

A Lei Estadual (Minas Gerais, 2002) define o queijo Minas Artesanal como sendo
todo queijo confeccionado conforme a tradicéo histérica e cultural da regido do Estado onde
for produzido, a partir do leite integral da vaca, fresco e cru, sem nenhum tratamento térmico,
retirado e beneficiado na propriedade de origem, que apresente consisténcia firme, cor e sabor
proprios, massa uniforme, isenta de corante e conservantes. Conforme a mesma Lei, o inicio
do processamento do queijo Minas Artesanal deve ser até noventa minutos ap6s o comego da
ordenha e, na fabricagdo, devem ser utilizados como ingredientes culturas laticas naturais

como “pingo” ( soro fermentado), coalho e sal.
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As boas préticas agropecuérias regulam a producdo do queijo Minas Artesanal por meio de
quatro portarias do Instituto Mineiro de Agropecuaria - IMA: Portarian.° 517, de 14 de junho
de 2002, que estabelece normas de defesa sanitéria para rebanhos fornecedores de leite para a
producdo de queijo Minas Artesanal; Portaria n.° 518, de 14 de junho de 2002, que dispde
sobre requisitos basicos das instalagbes, materiais e equipamentos para a fabricacdo do Queijo
Minas Artesanal; Portaria n.° 523, de 23 de julho de 2002, que estabelece normas sobre as
condic¢Bes higiénico-sanitarias e as boas préticas de manipulagdo e fabricagdo; Portaria n.°
818/2006, que regulamenta a producdo do queijo Minas Artesanal.

Além das portarias, ha o Decreto n.* 44864/2008 - Altera o Regulamento daLei n® 14.185, de
31 de janeiro de 2002, que dispbe sobre o processo de ucéo de Queijo Minas Artesanal:
Producdo de leite coletiva para a fabricagcdo de queijo (assentamentos e grupos de produtores);
altera parametros fisico-quimicos e microbioldgicos; determina parédmetros para analises de

&gua; define transporte, embalagem e periodo de maturacao.

4 M icrorganismos presentes em queijos

Os derivados de leite, principalmente os queijos, sdo alimentos altamente nutritivos,
ideais para o crescimento de microrganismos patogénicos como também os microrganismos
deteriorantes. Salmonella, Bacillus cereus, Brucella, Campylobacter,  herichia coil (E.coli)
0157:H7, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (S.aureus) sao alguns exemplos
de microrganismos patogénicos associados a surtos de toxinfeccdes alimentares, nos quais
leite e produtos lacteos foram envolvidos (HAJDENWURCEL, 2002).

De acordo com Sena (2000), os queijos fabricados com leite cru e sem controle
higiénico sanitério satisfatério podem resultar em contaminagdo microbiana, inclusive por S.
aureus € E.coli, o que representa perigo a saiude do consumidor. Varios trabalhos realizados
sobre a qualidade microbiologica dos queijos artesanais (SENA, 2000; BORELLI, 2006;
MARTINS, 2006; ORNELLAS, 2005) mostram que 0s produtos se encontravam em
condi¢cbes higiénicas insatisfatérias. Entre os microrganismos potencialmente capazes de
contaminar esses queijos, destacam-se a E. coli, 0 Saphylococcus sp., Salmonella sp. e suas

toxinas € Listeria monocytogenes (JAY, 2005).
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4.1 Listeria monocytogenes

O género Ligteria esta amplamente distribuido na natureza e ja foi isolado de
diferentes locais como solo, agua, vegetais, alimentos crus e processados, no leite cru, queijo,
assim como de humanos e animais portadores sadios da bactéria que ndo apresentam nenhum
sinal clinico dadoenca (KAMPELMACHER & JANSEN, 1972).

A espécie patogénica € Listeria monocytogenes, sendo os alimentos os principais
veiculos. Uma importante caracteristica dessa espécie é a capacidade de se multiplicar em
temperaturas de refrigeracdo, entre 2°C a 4°C, e pode sobreviver por mais de 100 dias a 4°C. E
capaz de se multiplicar em intervalos de temperatura entre 2,5°C e 44°C, em concentragoes
entre 10,5% e 30,5% de NaCl. O intervalo de pH 6timo é de 6 a 8, mas essa espécie pode
crescer entre 5 e 9. Pode se desenvolver em alimentos m Aw baixa (0,83) (JAY, 2005). A
espécie Listeria monocytogenes ja foi isolada de 42 diferentes espécies de mamiferos e de
vérias espécies de aves, peixes e insetos (SWAMINATHAN et al., 1995).

Segundo a Comisséo Internacional para Especificacdes M robioldgicas de Alimentos
ICMSF (1996), o microrganismo pode ser isolado de materiais contaminados como a agua
destilada ou caldo nutritivo depois de um longo periodo de incubagdo (semanas ou meses) sob
temperatura de refrigeracéo, onde possivelmente pode multiplicar-se.

Com relagcdo a doenca causada por esses agentes, €ssa ocorre em casos esporadicos ou
em surtos epidémicos e, nas duas situacdes, os alimentos contaminados séo os veiculos
responsaveis pela transmissdo da doenca ao homem (MURRAY et al., 1995). Listeria
monocytogenes caracteriza-se por ser patogénica, principaimente para individuos
imunologicamente debilitados, como criancas e idosos. Em mulheres gravidas, pode ocorrer
aborto, parto prematuro ou septicemia neonatal (MARCO &, 2000; MARTIN et al., 2004).
Os sintomas mais comuns séo febre, fadiga, mal-estar, nausea, vomitos, dores e diarréia
(FRANCO & LANDGRAF, 1996).

O uso de leite cru na fabricacdo de queijos levanta particular interesse na salde
publica em raz&o da possibilidade de incidéncia de Listeria monocytogenes (PINTADO et al.,
2005). As legislacOes estaduais e federais exigem auséncia desse patdégeno em 25g de amostra
de queijo. De acordo com Silva et al. (1998), existem poucos estudos sobre Listeria
monocytogenes em queijos fabricados no Brasil e as informagdes sobre ocorréncia de casos
clinicos ou surtos de listeriose associados ao consumo de algum alimento sdo escassas.
Martins (2006), Pinto (2004) e Aradjo (2004) ndo encontraram Listeria sp. em nenhuma das

amostras de queijos Minas Artesanais analisadas nas regifes do Serro e Araxa. Entretanto,
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Ornellas (2005) confirmou a incidéncia de 25% em queijos artesanails por esse
microrganismo. Resultados semelhantes foram encontrado por Oliveira (1993), Cordano &
Rocourt (2001) e Pak et al. (2002) em outros tipos de queijos.

4.2  Staphylococcus aureus

Os produtos lacteos sdo frequentemente envolvidos em surtos de toxinfeccOes
alimentares em todo o mundo. Muitos microrganismos pat podem ser veiculados ao
homem através do consumo de leite e seus derivados, entre eles a bactéria Staphylococcus
aureus (FILHO, 2000). O homem e 0s animais sao 0s principais reservatorios de S. aureus. A
contaminacdo de alimentos com S. aureus deve-se primariamente a sua presenca na matéria-
prima, apesar de um grande niumero de surtos de toxinfecgdes alimentares envolverem cepas
de origem humana como fontes de contaminacéo. A cavidade nasal é o principal habitat dos
estafilococos no homem e sua presengca em manipuladores assintomaticos estd bem
documentada (HATAKKA et al., 2004; FIGUEROA et al., 2002; ACCO et al., 2003) e
contribui para a contaminacdo de produtos lacteos.

Os S. aureus séo considerados os mais importantes na epidemiologia mastites em
vacas de leite e 0 patdgeno mais abundante em leite cru (OLIVEIRA et a., 2000;
AKINEDEN et al. 2001;VINTOV et al., 2003.)

Os estafilococos podem produzir doenca tanto por sua capacidade de multiplicacéo e
disseminagdo ampla nos tecidos, como pela producdo de substancias extracelulares,
como a enterotoxina, que é uma causa importante de intoxicagdo alimentar, sendo produzida,
principalmente, quando certas cepas de Saphylococcus aureus crescem em alimentos
contendo carboidratos e proteinas (FRAZIER & WESTHOFF, 1988). Enquanto as células de
S. aureus séo termolébeis e facilmente eliminadas por processos oderados de temperatura,
as enterotoxinas sdo termoestavels e resistentes a temperaturas normalmente utilizadas no
processamento de produtos lacteos (FREITAS & MAGALHAES, 1990).

O S. aureus é frequentemente pesquisado em alimentos, sendo o queijo um dos
principais veiculos causadores de toxinfeccdo alimentar, pois sua presenca esta associada a
préaticas de higiene e manipulacdo inadequadas (REIBNITZ et al., 1998).

Sabioni et al. (1994) citam casos de intoxicacdo estafilocdcica causada por queijo
Minas Frescal, assim como Anunciacdo et al. (1994), que relataram a presenca de
enterotoxina estafilococica também em queijo Minas Frescal em todas as amostras testadas

com contagens de 10*UFC/g". Carmo et al. (2002) relataram surtos de intoxicacdo apds
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ingestdo de queijo e leite “ in natura” no Estado de Minas Gerais, envolvendo 328 pessoas e
tendo como agentes etioldgicos envolvidos S. aureus e S. epidermidis (coagulase negativa).
Em outro estudo, Veras et al. (2003) relataram varios surtos de intoxicagdo alimentar apos a
ingestéo de queijos no Estado de Minas Gerais, provocados principalmente por S. aureus. No
entanto, ndo se tem relatos de problemas dessa natureza em queijos produzidos com a
tecnologia estabelecida para a producdo dos queijos artesanais com uso de fermento
endogeno.

Apesar de ser quase incomum afatalidade de intoxicac8o alimentar estafilococica, ela
ocorre ocasionalmente em individuos debilitados imunologicamente, idosos e criangas em
tenra idade (GONCALVES & FRANCO, 1996). Esse microrganismo pode representar um
risco a salde humana quando o leite ndo € submetido a pasteurizacdo (SANTOS et al., 981),
pois, além de produzir enterotoxinas termorresistentes (SILVA et a., 1997), possuem a
capacidade de permanecer em um estado de injaria, do qual podem se recuperar quando o
ambiente for favoréavel, e retornar ao estado fisiologico normal, multiplicando e produzindo
enterotoxinas (ASSIS, 1990). Portanto, o seu crescimento deve ser evitado, para impedir a
producéo de enterotoxinas que podem causar intoxicacdo quando os niveis de Staphylococcus
aureus no alimento ultrapassarem 10° UFC/g (CARMO et al., 2002). JA em estudos
relacionados com queijos Minas Artesanais em trés regides do Estado de Minas Gerais, néo
foi detectada a presenca de enterotoxina, apesar de a contagem de Saphylococcus aureus, em
algumas situacdes, ter sido superior a 10" UFC/g (PINTO et al., 2004; PINTO, 2004 e
ARAUJO, 2004).

Métodos preventivos sdo as melhores opgbes para o controle de Saphylococcus
aureus em leite e seus derivados ja que, depois da contaminagdo, a reducéo do nimero desse
microrganismo ndo garante a inocuidade do produto (GAYA et al., 1988). O leite cru, por
possuir uma microbiota diversificada, com predominio de bactérias |&ticas, provavelmente
promove uma protecdo natural inerente ao sistema vivo TO et al.,2004). Estudo com
queijos artesanais de diversas partes do mundo indicam efeito antagonista de bactérias laticas
sobre S. aureus. (NUNEZ et al., 1986).

4.3  Coliformes a30°C e Coliformes a 45°C
Os grupos de Coliformes a 30°C e Coliformes a 45°C colonizam o trato intestinal de

animais de sangue quente, incluindo os humanos, e tém sido empregados como indicadores de

gualidade higiénica por muitos anos (CALCI et al., 1998). Apesar das controvérsias com
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relacdo aos microrganismos mais representativos da qualidade sanitaria de um produto
alimenticio, os coliformes, em geral a Escherichia coli e os Enterococos, tém merecido maior
consideracéo (SHARF, 1972).

A definicdo de Coliformes a 45°C objetivou, em principio, selecionar apenas 0s
coliformes originérios do trato gastrintestinal de humanos e de animais de sangue quente €
inclui pelo menos trés géneros: Escherichia, Enterobacter e Klebsiella (JAY, 2005 e SILVA
et al., 1997). Atualmente, sabe-se que algumas cepas de Enterobacter e Klebsiella ndo sdo de
origem fecal. Por esse motivo, a determinacdo de Coliformes a 45°C em alimentos é menos
representativa como indicacdo de contaminacdo fecal do que a enumeracdo direta de
Escherichia coli, embora possa ser introduzida nos alimentos a partir de fontes néo-fecais
(SILVA et al., 1997).

Segundo Santos et al. (1995), a Escherichia coli enterotoxigénica € a causa comum de
diarréia de vigjante. Algumas cepas, ao serem ingeridas com alimentos, crescem no intestino e
produzem toxinas que originam hipersecrecdo no intestino delgado; a luz intestinal é
distendida pelo liquido, provocando hipermotilidade e iarréia que duram alguns dias (1 a 3
dias). O periodo de incubagdo é de 24 a 72 horas. Ocorre diarréia, vomito, mas ndo quadro
febril.

Vérios estudos realizados com queijo Minas Frescal tém permitido o isolamento de
inimeros patdégenos de importancia em Saude Publica, destacando-se diversos sorogrupos de
Escherichia coli (REID, 2001). Quando presentes nos alimentos podem ser responsaveis por
doencas microbianas de origem alimentar ou toxinfeccbes alimentares (FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

Franco & Landgraf (1996), com base em fatores de viruléncia, manifestagdes clinicas
e epidemiologia, dividiu as cepas de Escherichia coli patogénicas em cinco classes: EPEC (E.
coli enteropatogénica classica); EIEC (E. coli enteroinvasiva); ETEC (E. coli enteroxigénica);
EHEC (E. coli entero-hemorragica); e EAggEC (E. coli enteroagregativa).

A Escherichia coli O157:H7 produz uma ou mais toxinas Shiga, muitas vezes
chamadas de verocitotoxinas, sendo a mais comum a E. coli diarréica, isolada e identificada
na América do Norte e na Europa. A E. coli O157, produtora de toxina Shiga (STEC), é
implicada como a causa de pelo menos 80% dos casos de  drome Urémica Hemolitica na
Ameérica do Norte, e também € comumente reconhecida como a causa de diarréia
sanguinolenta em paises desenvolvidos (BOPP et al., 19 ). Assim, Ornelas et al. (2005)

observaram o perfil microbiol6gico do queijo Minas Artesanal produzido na regido da Serra
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da Canastra (MG) e, de quarenta amostras analisadas, 50% atendiam aos padrdes para

coliformes a 35°C e 50% para coliformes a 45°C.

4.4  Salmonella sp

O género Salmonella representa um grupo de bactérias, cuja maioria infecta uma
ampla classe de animais e humanos e esta disseminada em paises de clima tropical e
subtropical, o qual constitui uma das doencas mais importantes causadas pelo consumo de
alimentos, causando no homem desordem intestinal e febre por dois a trés dias (SILVA &
GOMES, 2001; JAY, 2005). S&o bacilos gram-negativos, ndo esporulados, aerébios
facultativos, catalase positiva, oxidase negativa, em ral sdo moéveis com flagelos
peritriquios. O pH étimo de crescimento esta proximo & neutralidade, mas crescem apH entre
4 e 9. A temperatura de crescimento esta entre 7°C e 47° C (6timaentre 35°C e 37° C) e Aw
minima para crescimento de 0,94 (MENDONCA et al., 2003; JAY, 2005).

As doencas causadas por Salmonella subdividem-se em trés grupos: a febre tiféide,
causada por Salmonella typhi, as febres entéricas, causadas por Salmonella paratyphi (A, B e
C), e as salmoneloses, causadas pelas demais salmonelas. Geralmente, 0os sintomas sao
caracterizados por diarréia, febre, dores abdominais e vomitos, aparecendo ap6s 12 a 36 horas
depois do contato com 0 microrganismo, que permanecem entre um e quatro dias (FRANCO
& LANDGRAF, 1996). Entre os alimentos que mais apresenta 0 risco a esta patogenia
encontram-se 0s ovos, carnes de aves, produtos carneos processad e produtos lacteos
(MENDONCGCA et al., 2003).

A legislacéo brasileira exige auséncia de Salmonella em 25g de amostra de produtos
lacteos e em outros produtos. Em estudos com queijos artesanais, Pinto (2004) e Ornellas
(2005) ndo encontraram a presenca de Salmonella nas amostras de queijos analisadas;
enquanto Araujo (2004), em trabalhos realizados com queijos Minas Artesanais da regido de
Araxd, encontrou Salmonella sp. em 7 das 37 amostras analisadas. Martins (2007) encontrou a
presenca de Salmonella sp. em uma das oito amostras de queijos Artesanais da regido do
Serro e Feitosa et al. (2003) encontraram em queijos Coalho e Manteiga a presenca de

Salmonella sp. em 9% e 15% das amostras analisadas, respectivamente.
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45 Bactérias L aticas

Uma grande variedade de espécies microbianas participa da constituicdo dos queijos.
A populacdo total supera geralmente 10° UFC/g. Esse nimero varia muito pouco ao longo da
maturacdo; contudo, o equilibrio entre os distintos grupos microbianos e, or consequéncia, a
importancia relativa das populacdes, esta em constante evolucdo. Esse equilibrio depende das
condicdes de crescimento proprias de cada grupo. As caracteristicas fisico-quimicas do meio
(pH) e do ambiente (temperatura € composicao da atmosfera) sdo definitivas no que se refere
a evolucdo dos grupos microbianos. Ainda entre os diferentes micro-organismos pode-se
observar fenbmenos de associagéo, estimulagdo e inibicéo (ECK, 1987).

Um dos principais papéis das bactérias laticas € desenvolver as propriedades
organolépticas dos alimentos fermentados. Por meio da  ducé@o de um grande numero de
enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, as léticas transformam os nutrientes
fundamentais dos produtos agricolas em compostos com propriedades organolépticas
complexas. Tais atividades permitem as bactérias l&ic  alterar as estruturas e o aroma dos
aimentos fermentados e contribuir para o desenvolvimento das suas qualidades
gastrondmicas. (JAY, 2005).

As bactérias laticas tém grande importancia econdmica ja que, de forma natural ou
adicionada intencionalmente, desempenham importante papel na fermentacdo de grande
variedade de aimentos. Suas atividades metabdlicas ndo apenas contribuem para o
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais desgjave como também permitem conservar
ou aumentar o valor nutritivo da matéria-prima (MAGRO et al., 2000a). As bactérias lacticas
empregadas na fermentacdo de alimentos séo capazes de r ou reduzir a contaminagdo por
microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos, por meio da producdo de varios agentes
antimicrobianos. Além das bactérias laticas, outros microrganismos sdo cgpazes de produzir
bacteriocinas: desde Gram negativos, como Escherichia coli produtora de colicinas, até outros
microrganismos Gram positivos, como algumas espécies de Saphylococcus. Entretanto, as
bactérias laticas sdo consideradas atualmente os microrganismos produtores de bacteriocinas
mais importantes (CARR et al., 2002).

As bacteriocinas séo peptideos ou proteinas sintetizados no ribossomo e liberados no
meio extracelular que apresentam acdo bactericida ou bacteriostética sobre bactérias gram-
positivas, dentre elas, importantes patdgenos de veicu alimentar, como Listeria
monocytogenes, Clostridium  botulinum, Bacillus cereus e Saphylococcus aureus
(HERNANDEZ et al., 2005).
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A acidificacdo €, provavelmente, o fator primario na preservacdo de produtos de
fermentacéo lactica. Entretanto, outros compostos, como diacetil, dioxido de carbono,
peroxido, etanol e bacteriocinas, podem exercer acdo inibitdria sobre diferentes grupos
microrganismos (HELANDER et al., 1997). Essa atividade ocorre devido ao crescimento
competitivo com outros microrganismos nos aimentos, potencializado pelos efeitos
inibitérios de seus metabdlitos (MARTINIS et al., 2003 A sua principal producéo, o acido
l&tico, associado aos outros acidos, como acético e propidnico, gera no alimento uma acidez
gue usualmente néo é favoravel a multiplicacéo e sobrevivéncia de bactérias gram-positivas e
negativas, bem como de fungos e leveduras (GUERRA & BERNARDO, 2001). Alguns
desses compostos também s2o responsaveis pelas caracteristicas organolépticas dos queijos e
ao mesmo tempo inibem parte dos micro-organismos da microflora indesejavel (RACAH et
a., 1979). Tradicionalmente, fazendeiros de vérias partes  mundo fabricam queijos a partir
de leite de vaca, cabra e ovelha em pequena escala, usando o fermento natural, o qual contém
bactérias laticas. Culturas com essas bactérias sdo produzidas incubando o leite ou 0 soro
remanescente da Ultima fabricacdo sob condi¢des especificas (FOODS FROM SPAIN, 2009).

De acordo com Furtado (1991), as bactérias laticas contidas no fermento transformam
a lactose em acido lé&tico, evitando assim que a lactose seja utilizada como substrato para
fermentacOes indesgjaveis e inibindo, com o abaixament do pH, o crescimento de certos
microrganismos patogénicos e /ou alteradores, como Coliformes e Escherichia coli.

Determinadas bactérias laticas utilizam, preferencialmente, a lactose como fonte de
carbono, tendo como produtos de seu metabolismo diversas substancias antimicrobianas,
como: é&cidos organicos, peroxido de hidrogénio, didéxido de carbono, diacetil, acetaldeido e
bacteriocinas, que atuam favoravelmente no produto alimenticio ao qual foram adicionadas,
fazendo parte dos microrganismos capazes de exercer efeitos benéficos ab hospedeiro. Séo
denominados microrganismos probioticos, apresentando u  amplo espectro de acdo contra
microrganismos patogénicos e deteriorantes (NAIDU & CLEMENS, 2000).

Nos ultimos anos, tem-se aumentado o0 interesse na caracterizacdo genética das
bactérias laticas. Muitas técnicas tém sido desenvolvidas de mod a criar métodos para
promover a mudanca genética desses microrganismos, com o objetivo principal de acelerar a
maturacéo dos queijos (SODA, 1993). A cada ano surgem sobre as propriedades
antimicrobianas dessas culturas sobre microrganismos patogénicos (KATLA et al., 2001;
WOUTERS et al., 2002; GIRAFFA, 2003).

Em estudo conduzido por Vlaemynck et al. (2003), foram isoladas duas bacteriocinas

produzidas por Enter ococcus faecium com atividade inibitéria sobre Listeria monocytogenes.
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Usando culturas iniciadoras produtoras de bacteriocinas, ou adicionando bacteriocinas
purificadas aos alimentos, € possivel reprimir o crescimento de alguns patdégenos ou
deteriorantes alimentares e, assim, aumentar a seguranca microbioldgica e o tempo de vida
atil do produto. Assumindo-se que bactérias lacticas ocorrem naturalmente em muitos
aimentos fermentados, suas bacteriocinas podem ser facilmente aceitas como
bioconservantes pelas autoridades da salde e pelos consumidores (ROSA et al., 2009). Em
geral, para que uma bacteriocina possa ser empregada na indUstria de alimentos deve cumprir
alguns requisitos como: a linhagem produtora deve ter  us GRAS (Generally Recognized
As Safe); a bacteriocina deve apresentar amplo espectro de inibicdo sobre os principais
patdgenos de alimentos ou ser altamente especifica sobre algum deles; deve ser termoestavel;
ndo pode apresentar risco a salde do consumidor; deve  efeito benéfico sobre o produto,
aumentando sua seguranca, sem afetar a qualidade nutricional e sensorial (HOLZAPFEL et
al., 1995).

5 O processo de maturacao dos queijos

A maturagdo dos queijos corresponde a fase de transfor fisicas, quimicas e
microbioldgicas, que se processam tanto na periferia como no interior da massa, sob a agéo de
enzimas lipoliticas e proteoliticas, a maior parte de igem microbiana, sendo um fenémeno
bastante complexo, pois varia de queijo paraqueijo (PERRY, 2004; BEHMER, 1985).

Entre os principais componentes resultantes do processo de maturacdo estdo os
aminoéacidos, aminas, &cidos, tidis, tioésteres de proteinas; écidos graxos, metilcetonas,
lactonas e ésteres de lipideos; &cidos organicos, como o l&tico, acético e propionico; dioxido
de carbono, ésteres e alcodis da lactose, sendo esses 0s principais responsaveis pelas

caracteristicas sensoriais e fisicas de cada tipo de queijo (FOX,1993).

51 Lipdlise

A hidrdlise da gordura causada por enzimas € denominada lipdlise. Essas enzimas
podem ser provenientes do proprio leite, dos microrganismos enddgenos, do fermento
adicionado, ou, anda, de preparacdes enziméticas usadas durante a fabricacdo, sendo
resultantes produtos como é&cidos graxos volateis de cadeia curta que incluem o butirico,

caproico, caprilico e ciprico (ROBINSON, 1987).
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A lipdlise é importante na formagdo do aroma, porém ndo altera a textura do queijo.
Na maioria dos queijos, a lipdlise ndo é extensa, sendo um pouco mais significativa para
queijos oriundos de leite cru (FOX, 1993). As lipases ativas no queijo provém de
microrganismos e das lipases naturais do leite, sendo essas Ultimas inativadas por valores de
pH inferiores a 6,5 e por temperaturas elevadas. A lipdlise nos queijos €é influenciada pelo
aumento de temperatura, populagéo alta de bactérias psicotréficas e homogeneizagéo do leite
(WASTRA, NOOMEN e GEURTS, 1999).

5.2 Protedlise

Consiste na degradacdo das proteinas em produtos mais e mais sollveis, e € 0
principal e mais complexo evento bioquimico que ocorre durante a maturacéo da maioria das
variedades de queijo. Nesse processo, a caseina € hidrolisada a peptideos de alto, médio e
baixo peso molecular, aminoacidos, amidas e amonias, por enzimas proteoliticas (FARKYE,
1995), cuja procedéncia pode ser do préprio leite, das bactérias que contaminam o leite, do
coaho ou enzima coagulante, das bactérias laticas ou mo da microbiota secundaria
(SOUSA; ARDO e MCSWEENEY, 2001).

A protedlise contribui para as modificacbes ocorridas  textura, por meio da quebra
da rede protéica, diminuicéo da atividade de agua, formacdo de novas ligacdes entre a
grupos carboxilas e aminas liberados €, com o aumento do pH, principamente para
variedades de queijos maturados por fungos, o que facilita a liberagdo de compostos
arométicos. Sua contribuicéo direta para o sabor ocorre mediante a formacdo de peptideos e
aminoécidos livres, assim como a liberagdo de substratos (aminoacidos) para reacdes de
transaminacdo, deaminacdo, descarboxilacdo, dessulfuracdo, catabolismo de aminoécidos
arométicos e reagdes de aminoécidos com outros compostos (SOUSA; ARDO e
McSWEENEY, 2001). O teor de sal afeta diretamente a protedlise, pois inibe o
desenvolvimento das bactérias laticas, o que diminui a producdo de enzimas proteoliticas.
(KINDSTEDT, 1993).
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CAPITULOII

QUEIJO MINASARTESANAL DA MICRORREGIAO DO SERRO-MG: EFEITO DA
SAZONALIDADE SOBRE A MICROBIOTA DO LEITE CRU



RESUMO

O leite utilizado para producdo do queijo Minas Artesanal deve seguir padrbes
microbioldgicos estipulados pela Lei Estadual n.° 14.185, que regulamenta a producéo do
queijo. No decorrer de um ano foi feita uma analise para avaliar a influéncia da sazonalidade
nas caracteristicas microbioldgicas do leite cru utilizado para fabricacdo do queijo artesanal
do Serro-MG. De acordo com os resultados, verificou-se que as variagbes sazonais nao
influenciaram as caracteristicas do leite cru. As médias de aerobios mesofilos foram menores
no verdo, com maiores médias no outono, periodo quando se excedeu os limites estabelecidos
pela Legislacdo. Todas as amostras estavam dentro dos limites microbiologicos para
Coliformes a 45° C, sendo as maiores médias encontradas no outono €, as menores, no
inverno. Para a presenca de Coliformes a 30°C, a maior média foi observada no outono €, a
menor, no inverno. A média da contagem de células sométicas foi maior no periodo da
primavera e menor no periodo de inverno. Em todas as estagdes, observou-se a contaminagéo
de Saphylococcus aureus acima dos padrdes microbioldgicos exigidos pela legislagéo, sendo
observadas maiores médias no outono e menores médias na primavera. Os maiores valores de
acidez foram observados na primavera e, 0S menores, no inverno, mas em todas as estacoes as

meédias se mantiveram dentro dos padrdes.

Palavr as-chave: bactéria, contaminacdo microbiolégica, qualidade
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HANDMADE MINAS CHEESE OF A SERRO-MG MICROREGION:
SEASONALITY EFFECT ON THE RAW MILK MICROBIOTA

ABSTRACT

The milk used for the handmade Minas Cheese production must follow
microbiological standards set by the State Law n° 14,1  which regulates the cheese
production. During one year there was performed an analysis to evaluate the seasonality
influence on the raw milk microbiological characteristics for the manufacture of handmade
Serro-MG Minas Cheese. According to the results, it was found that seasonal variations do
not influence the raw milk characteristics. The average aerobic mesophilic count were lower
in summer and presented higher averages in autumn, a when it has exceeded the limits
established by legislation. All samples were within the microbiological limits for coliforms at
45° C, being the highest averages found in autumn and lowest in winter. For the coliforms
presence at 30°C the highest average was observed in autumn and lowest in winter. The
average somatic cell counts were higher in spring and in winter. In all seasons, there
was observed contamination of Saphylococcus aureus above microbiological standards
required by legislation, with higher averages in the autumn, and lowest averages in the
spring. The highest values of acidity were observed in spring lowest in winter, but in all

seasons averages remained within the standards.

K eywor ds: bacteria, microbiological contamination, quality
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Introducéo

Os parametros de qualidade do leite séo cada vez mais detectar falhas nas
praticas de manejo e de obtencdo do leite, servindo co o referéncia na valorizagdo da
matéria-prima. Em razdo da possibilidade de contaminacdo por agentes patogénicos
etapas de producdo, estocagem e transporte, a ingestdo de leite cru e seus derivados pode
representar um potencial risco aos consumidores (OLIVER et al., 2005). Assim, esses
produtos sé comumente associados a casos e surtos de toxinfeccdes alimentares causados por
Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli (OLIVER
et al., 2005; VAILLANT et al., 2005; DE BUYSER et al., 2001).

A producéo de leite de boa qualidade € um desafio que pode ser alcancado desde que
alguns cuidados sejam tomados na fonte de producd. De modo geral, 0os microrganismos
patogénicos ndo sintetizam expressivamente as enzimas  ponsaveis pelas alteracdes nas
caracteristicas organolépticas e na composicdo do leite e, por isso, ndo causam
comprometimento aparente na sua qualidade. Por esse motivo, a presenca desses
microrganismos no leite pode, muitas vezes, ser subestimada ou passar despercebida, o que é
um fator gravissimo se analisado sob o prisma da salde publica (FONSECA & SANTOS,
2000).

Entre as caracteristicas relacionadas com a qualidade leite, destaca-se a qualidade
microbiol6gica, que pode ser um bom indicativo da salide da glandula maméria do rebanho e
das condicOes gerais de manejo adotados na fazenda. (FONSECA & SANTOS, 2000). O leite
utilizado para producdo do queijo Minas Artesanal deve seguir padrdes microbiolégicos
estipulados pela Lei Estadual (Minas Gerais, 2002), que regulamenta a producdo do queijo.

A regido do Serro € famosa pela cultura tradicional de producéo do queijo artesanal
fabricado com leite cru. A utilizacdo do leite ndo pasteurizado para fabricagdo de queijos
representa um grande perigo a salde publica, pois aumenta consideravelmente a
probabilidade de ocorréncia de doses infectantes de bactérias patogénicas no produto
destinado ao consumo (FERNANDES et al., 2006). Quando leite é pasteurizado, tem-se
uma reducdo no nimero de microrganismos presentes, diminuindo os riscos do produto final;
ja o leite cru pode servir como fonte primordial de contaminacdo para 0 queijo. A
quantificagdo bacteriana do leite cru auxilia na avaliagdo dos procedimentos de ordenha e
armazenamento na propriedade rural e, a0 mesmo tempo, permite inferir os provaveis efeitos

adversos sobre o rendimento industrial e seguranca alimentar do leite.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da estagédo do ano sobre a qualidade

microbiolégica do leite cru utilizado parafabricacdo do queijo artesanal do Serro.

M aterial e M étodos

Coleta e manutencédo das amostras

O trabalho foi realizado com seis produtores de queijo artesanal da regido do Serro-
MG. Foram coletadas amostras de leite no periodo de 12/12/2008 a 19/04/2010. Todas as
amostras foram colhidas em frascos estéreis, acondicionados em caixas isotérmicas contendo
gelo reciclavel e transportados aos Laboratdrios de Andlises Fisico-Quimicas do
Departamento de Zootecnia € de Higiene de Alimentos do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), localizada na cidade de
Diamantina-MG.

Preparo das amostras

Vinte e cinco mL de amostra de leite foram diluidos em 225 mL de Solugdo salina
(0.85%) e posteriormente homogeneizadas. Foram feitas ilui¢cbes decimais e em seguida 0s
plagueamentos para cada diluigéo.
Analises microbioldgicas

Contagem total de mesofilos aer 6bios

A contagem total de Aerobios mesofilos foi feita pelo método de plagueamento em
profundidade, em placas de petri, utilizando-se 0 meio de cultura Agar Padréo para Contagem
— PCA . Apoés a solidificago, as placas foram invertidas e incubadas em estufas a 35°C, por
48 horas. ApOs esse periodo procedeu-se a contagem das placas e os resultados foram

expressos em UFC/mL respectivamente (APHA, 2001).

Contagem de Staphylococcus aureus
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Para as andlises de Saphylococcus aureus, utilizou-se o Petrifilm 3M — Rapid S.
aureus (RSA) Count Plate, (AOAC 981.15), de acordo com os procedimentos determinados
pelo fabricante.

Contagem de Escherichia coli

Para a contagem de Escherichia coli, utilizou-se 0 método Oficial Petrifilm AOAC 991.14
Coliformes/E.coli (Contagem de Coliformes e E. coli em Alimentos, Pelicula Reidratavel

Seca) de acordo com os procedimentos determinados pelo fabricante (3M Microbiology).

Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para deteccdo da presenca de Listeria monocytégenes utilizou-se a metodologia
baseada no protocolo da SO 11290-1. Uma aliquota de 25 mL de cada amostra foi adicionada
a 225 mL de caldo Demi-Fraser com suplemento (Difco™) e incubada a 35°C por 24 h (1°
enriqguecimento). Em seguida, aliquotas do 1° enriquecimento foram semeadas por
esgotamento em placas com Agar cromogénico CromoCen Listeria - Base ALOA (BioCen do
Brasil), Agares Palcam e Oxford (Difco™) e também inoculadas (0,1 ml) em tubos contendo
10 ml de caldo Fraser com suplemento (Difco™), seguidas de incubag&o a 35°C por 48 horas
(2° enriguecimento). Ap0s incubacdo, aliquotas do 2° enriquecimento foram semeadas por
esgotamento em placas com Agares cromogénico, Oxford e Palcam. Colbnias tipicas de
Listeria monocytogenes foram submetidas a identificagdo bioquimica, por meio testes de
producéo de catalase, fermentacdo de carboidratos (dextrose, xilose, ramnose e manitol),
hemolise em Agar Sangue de equino e motilidade a 25°C (PAGOTTO et al., 2001). Os
resultados foram expressos como auséncia/presenca de Listeria monocytogenes em 25 mL de

leite.

Analises fisico-quimicas

Determinacéo da contagem de células somaticas

Para a contagem de células somaéticas utilizou-se um Contador Eletrénico de Células
Sométicas Del aval DCC (DelLaval Cell Counter).
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Determinacéo da acidez em graus Dornic (°C)

A determinacé@o da acidez foi realizada atraves da titu de 10 mL de leite com
solucdo de NaOH (N/9) (solucdo Dornic) e 4 gotas de fenolftaleina como indicador (LUTZ,
2008).

Andlise Estatistica

Para avaliar os resultados microbiol6égicos das amostras utilizou-se uma andlise

estatistica descritiva.
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Resultados e discusséo

Os resultados de aerdbios mesofilos, Escherichia coli (E.coli), Coliformes a 30°C,
Staphylococcus aureus (S.aureus), Contagem de Células Somaéticas (CCS) e Acidez estéo

apresentados abaixo.

Tabela 1 - Médias aritméticas dos paréametros microbioldgicos, em log UFC/mL, Contagem
de células sométicas e acidez em Graus Dornic, nas diferentes estagées do ano,
parao leite cru utilizado parafabricacdo do queijo Minas Artesanal do Serro

Estacéo Aerdbios  E.coli  Coliformes  S.aureus CCS Acidez
mesofilos a30°C

Primavera 5,16 1,12 3,38 2,94 262.000 16,24

Veréo 5,04 1,15 3,13 3,13 240.488 16,17

Outono 6,00 1,21 4,32 3,71 239.000 16,11

Inverno 4,53 0,54 2,69 2,98 220.360 15,56

Legislagéo < 5,00 < 2,00 - < 2,00 400.000 15°D-20°D

Na avaliagdo da qualidade microbioldgica do leite cru, considerou-se como fora do
padréo as amostras que apresentaram carga microbiana acima do estabelecido pela Lei
Estadual n.° 14.185, de 31 de janeiro de 2002, que determina os limites para o leite cru
proprio parafabricagcdo do queijo Minas Artesanal.

Os resultados de aerébios mesofilos apresentaram-se menores no Verdo, com maiores
médias no Outono, periodo no qual se excedeu os limites estabelecidos pela Legislacdo. Essa
contaminagdo pode ter ocorrido durante a ordenha, através da exposi¢do e do contato do leite
com bactérias provenientes do Ubere, das tetas, do solo, fezes dos animais, das méos e roupas
do ordenhador, das instalagbes (piso, parede, teto), ordenhadeiras mecéanicas, tanques de
estocagem, baldes, ou até mesmo de panos usados para coar 0 leite ou secar 0 Ubere.
(FERNANDES et al, 2003). Segundo Fagan et al. (2008), a qualidade microbioldgica do leite
depende fundamentalmente da implantacdo de boas préticas na producdo e menos das
condicdes de infraestrutura e nivel tecnoldgico da propriedade leiteira.

De acordo com a Lei n.° 14.185, a queijaria deve ficar distante de pocilgas, galinheiros
e quaisquer outras fontes produtoras de mau cheiro que possam comprometer a qualidade do
leite ou do queijo. Além disso, define-se que 0 acesso de animais e pessoas estranhas a
producéo deve ser impedido. No entanto, observou-se que a maioria dos produtores tem
consciéncia desses problemas e estdo dispostos a corrigi-los.

Uma elevada contagem de bactérias mesotfilas pode indicar maior possibilidade de

ocorréncia de bactérias patogénicas (CARVALHO, 1999). Além disso, também constitui um
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forte indicador de problemas que podem estar ocorrendo durante a ordenha e/ou durante
armazenamento.

Todas as amostras estavam dentro dos limites microbiolégicos para Coliformes a 45°
C, sendo que as maiores médias foram encontradas no outono €, as menores, no inverno. A
presenca de Coliformes a 45°C, especialmente de Escherichia coli em indices condenatorios,
além de mostrar as mas condicdes higiénicas, evidencia idade de o produto
veicular outros microrganismos patogénicos ao homem (PEREIRA et al., 1999). Para a
presenca de Coliformes a 30°C, a legislacdo néo estabelece limite méximo de contagem
leite cru, sendo amaior média observada no outono e, a menor, nNo inverno.

A contagem de células somaticas pode ser um indicativo das condi¢Bes de salde da
glandula mamaria, agjudando no diagnéstico da mamite. Segundo Fonseca & Santos (2000),
em animais sadios, 65% a 70% do total de células sométicas sdo de origem epitelial €,
normalmente para esses animais, a contagem de células sométicas € inferior a 300.000
células/mL de leite. No entanto, havendo inflamacdo da glandula mamaria, ocorre acentuado
aumento das células somaticas presentes no leite.

A meédia da contagem de células somaticas observadas neste trabalho foi maior no
periodo da primavera e menor no periodo de inverno, mas em todas as estagdes as médias néo
excederam o limite permitido pela legislacdo. As variacoes de células somaticas no leite se
devem, principalmente, as praticas de mangjo de ordenha. De acordo com os resultados deste
trabalho, fica evidente que as variagfes climéticas tém pouca influéncia sobre a sanidade da
glandula mamaria e que as maiores variagdes observadas na primavera sdo provenientes de
fatores ligados ao manejo de ordenha adotado nessa estacéo.

Em todas as estagdes foi observada a contaminacdo de Saphylococcus aureus acima
dos padrbes microbiolégicos exigidos pela legislacdo, sendo observadas maiores médias no
outono e menores meédias na primavera. O género Staphylococcus € 0 agente responsavel por
aproximadamente 45% das toxinfec¢cdes no mundo. A contaminagdo com Staphylococcus spp.
pode ocorrer durante os estagios de producdo ou estocagem do alimento, por cepas de origem
ambiental ou humana. Em condi¢es favoraveis de temperatura, 0 micro-organismo cresce,
podendo produzir toxinas. O controle das enterotoxicoses é possivel desde que se observem as
boas praticas sanitarias de higiene nos estagios de obtenc¢éo, producdo, estocagem e manuseio
de alimentos, pois a protecdo contra essa enfermidade é considerada uma obrigacdo dos
profissionais da &rea de alimentos e de salde (STAMFORD et al., 2006).

Esse microrganismo pode representar risco a saide do consumidor quando o leite ndo

€ submetido a pasteurizacéo para seu consumo direto e para elaboracéo de seus derivados. Sua
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importancia esta nas mudangas que provoca no leite e as substancias que produz, as quais
causam doencas no homem e nos animais. Staphylococcus aureus pode contaminar o leite por
excrecdes provenientes de mastite clinica e subclinica ou por contaminagdo durante as etapas
de seu manuseio (SCHERRER et al., 2004).

Trabahos realizados por STAMFORD et al. (2006) evidenciam que, entre 0s
Saphylococcus, a espécie Saphylococcus aureus é amais prevalecente para o leite in natura,
sendo as espécies Saphylococcus aureus e Staphylococcus intemedius as que produzem
enterotoxinas com maior frequéncia.

A acidez do leite é provocada principaimente pela multiplicagdo de microrganismos
mesofilos e esta associada as baixas condi¢ées de manejo higiénico-sanitérias adotado durante
a ordenha. O leite dentro dos padrdes de estabelecidos pela Lei Estadual n° 14.185 deve
apresentar acidez titulavel entre 15,0° a 20,0° graus Dornic. Os maiores valores de acidez
foram observados na primavera e, 0s menores, no inverno, mas durante todas as estacfes as
médias se mantiveram dentro dos padrdes. Isso revela que o manejo higiénico dos
equipamentos e 0os armazenamentos adotados em ambas as s foram admissiveis,
evitando-se, assim, a multiplicagcdo da flora microbiana restante. Os resultados encontrados
deixam evidente que estagbes do ano ndo alteram a acidez do leite e que a acidificagdo do
leite estd relacionada a contaminacdo de microrganismos inicial e as condicdes de

armazenamento do leite.
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Conclusoes

As estacbes do ano ndo mostraram efeitos sobre os parametros microbiologicos do
leite das seis fazendas.

A presenca de Staphylococcus aureus, acima dos limites estabelecidos pela legislacéo,
no leite cru, reafirma potenciais riscos quanto a presenca de patdgenos nesses produtos.

Observa-se que os principais contaminantes do leite cru utilizado para fabricagdo do
gueijo Minas Artesanal do Serro sdo 0s microrganismos mesofilos e os Saphylococcus
aureus, o que indica deficiéncia na obtencéo do leite.

Com relagdo a contagem de mesdfilo, ela provavelmente se deve ao fato de esse
microrganismo ser encontrado em diversos locais, o que dificulta uma reducdo satisfatoria
desse microrganismo no leite. Ja os Staphylococcus aureus basicamente devem ser oriundos
das m&os ou mesmo do Ubere no momento da ordenha, sendo necessarios maiores cuidados
higiénicos nesse momento para que os produtores obtenham um leite que atenda aos limites

microbioldgicos atuais e para que ele ndo sejaum veiculo de contaminacdo do produto final.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar caracteristicas microbioldgicas, durante o processo de
maturagdo do queijo Minas Artesanal do Serro. Amostras provenientes de cinco fazendas
foram estudadas, as quais incluiram: a agua utilizada no processo de fabricacéo, o leite cru, o
pingo e o queijo. Todas as amostras de dgua apresentaram contaminagdo por coliformes totais
acima do valor maximo recomendado pelos padrdes brasileiros. Nenhuma amostra de agua
apresentou contaminagdo por coliformes fecais. Duas das amostras de leite cru apresentaram
contagem de mesdfilos acima dos limites permitidos pela legislagdo brasileira. Nao foi
verificada a presenga de Escherichia coli em nenhuma amostra de leite € apenas uma
amostra estava fora dos padrdes para acidez. No pingo observou-se elevada contagem de
microrganismos mesofilos e bactérias laticas. No queijo, ndo houve efeito significativo entre
as condi¢bes de maturagéo; no entanto, houve uma reducdo microbiolégica ao longo da
maturacdo, para 0s queijos mantidos refrigerados. Listeria monocytogenes € Salmonella spp
ndo foram encontradas em nenhuma amostra. Amostras de do Serro, na primeira
semana de maturacdo, mantidas refrigeradas, apresentaram contagens de coliformes a 30°C e
Saphylococcus aureus superiores ao permitido pela legislacdo. Ndo houve diferenca (p>
0,05) para coliformes a 30°C ao longo do periodo de maturacdo para os queijos mantidos em
temperatura ambiente (Tabela 4). No final de sete semanas de maturacdo, a contagem de
coliformes a 30°C estava dentro dos padrdes estipulados. O periodo de maturacéo de 63 dias
ndo foi eficiente para tornar o produto seguro, pois €le apresentou um crescimento atipico,
fato explicado pelas diversas variaveis envolvidas no processo de fabricagdo do queijo

artesanal do Serro.

Palavras-chave: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, maturacdo, mesofilicos,

Salmonella spp
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HANDMADE MINAS CHEESE OF A SERRO-MG MICROREGION:
MICROBIOLOGICAL PERFORMANCE DURING MATURATION

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate microbiological characteristics during the Serro
handmade Minas Cheese maturation. There were studied samples from five farms and they
included: water used in the manufacturing process, raw milk, natural yeast and cheese. All
water samples had total coliforms counts above the maximum recommended by Brazilian
standards. No water sample showed contamination by fecal coliforms. Two of the raw milk
samples showed mesophilic counts above the limits allowed by Brazilian legislation. There
was not detected the presence of E. coli in all samples of milk and only one sample was out of
the standards for acidity. In the natural yeast it was observed high mesophilic counts and
lactic bacteria. There was no significant effect of the maturation conditions. However, there
was a microbial reduction during maturation for the refrigerated cheeses. No Ligteria
monocytogenes and Salmonella spp were found in any sample. Samples of Serro cheese on
the first week of maturation, kept under refrigeration, showed coliform counts at 30°C and
Saphylococcus aureus counts higher than alowed by legislation. There was no significant
differences (p> 0.05) for coliforms at 30°C during the maturation period for cheeses kept at
room temperature (Table 4). At the end of seven weeks of maturation the coliform counts at
30 ° C was within the stipulated standards. The maturation period of 63 days was not enough
to make the product safe, for it showed an atypical growth, a fact that can be explained by the
different variables involved in the production process of Serro handmade cheese.

K eywor ds: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, maturation, mesophilic, Salmonella spp
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Introducéo

Os queijos sdo, em geral, produtos muito manipulados e, por esse motivo, passiveis de
contaminagdo, especialmente de origem microbioldgica. Essas condicdes podem ser
agravadas quando processados com leite cru, sem o emprego das boas préticas de fabricagdo e
tecnologia adequada, ou sem se observar o tempo minimo de maturagao.

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 obedecem as Boas Praticas de
Fabricaggo (COLAK et al., 2007).

A etapa final no processo de fabricacdo do queijo Minas Artesanal é a maturacdo, a
qgual confere as caracteristicas sensoriais apresentadas pelo produto, sendo utilizada como
forma de assegurar boa aceitacdo do ponto de vista microbioldgico, de acordo os limites
estabelecidos pela legislacdo vigente. A lei estadual estabelece o prazo de 60 dias de
maturacéo para comercializacdo do queijo artesanal no Estado de Minas Gerais e a legislacéo
federal (Brasil, 2000) estabelece 0 mesmo periodo de maturagdo de queijos pro com
leite cru para comercializacdo entre diversos estados brasileiros.

A Lei Estadual n° 14.185, de 31 de janeiro de 2002 (MINAS GERAIS, 2002a),
possibilitou a legalizagdo dos Queijos Minas Artesanal, determinando padroes
microbiol6gicos de qualidade no processamento, obtencéo da matéria-prima, dgua, adequacéo
da queijaria, currais, equipamentos, utensilios e manipuladores. Uma vez adequados, torna-se
necessario um acompanhamento sistematico, para possiveis agustes tecnoldgicos,
possibilitando, assim, um produto final seguro e de qualidade e, consequentemente, a criacéo
de uma legislacdo federal que legalize e preserve o Queijo Minas Artesanal do Serro, cujo
processamento foi tombado como primeiro bem imaterial do Estado de Minas Gerais.

A pesquisa microbiolégica permite, muitas vezes, infer r as condi¢des sob as quais um
produto foi produzido, sendo fundamental como auxilio na garantia da saiide do consumidor.
A fabricacdo de queijos, de modo geral, prevé a realizacdo de diversas etapas tecnoldgicas,
gue requerem a manipulacéo do produto, sem que haja, p tratamentos eficientes
para reduzir a carga microbiana (SPREER, 1991). Atualmente, quase que a totalidade dos
gueijos artesanais mineiros é comercializada a fresco, exceto aqueles utilizados para outros

fins que ndo o consumo direto, a exemplo da fabricacdo de p&o de queijo, sendo muito
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requisitado por empresas de Belo Horizonte — MG. (COPSERRO, 2006, citado por
MARTINS, 2006).

Leite cru também pode carrear agentes zoondticos preoc ntes que ndo séo
pesquisados frequentemente como espécies de Mycobacterium (ABRAHAO et al., 2005) e
Brucella (RAMOS et al., 2008). Adicionalmente, a utilizacéo do leite ndo pasteurizado para
fabricacdo de queijos representa um grande perigo @ salde pulblica, pois aumenta
consideravelmente a probabilidade de ocorréncia de doses infectantes de bactérias
patogénicas no produto destinado ao consumo (FERNANDES et al., 2006). Quando o queijo
¢é fabricado a partir de leite cru, os cuidados durante as etapas de fabricagdo devem ser
redobrados, pois produto ndo recebe nenhum tipo de tratamento que possa eliminar a
contaminagcdo (MARTINS, 2006). Entretanto, uma das formas de melhorar a qualidade
microbiolégica de um queijo, mesmo havendo uma contagem inicial de patégenos elevada, é
a maturacdo, a qual favorece a combinacdo de fatores fisicos, quimicos e microbiolégicos,
considerados de fundamental importancia para estabilidade e seguranca do queijo.
(MARCOS, 1993).

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

Varios pesquisadores (ALEXANDRE et a., 2002; CARIDI et al., 2003; NETO et al.,
2005; MARTINS et al., 2006; CHIODA et al., 2007) ja identificaram atividade
antimicrobiana de bactérias laticas frente a microrgan patogénicos como Listeria
monocytogenes, Saphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella.

Conhecer os efeitos da maturacdo sobre a modulagéo da patogénica desses
gueijos faz-se necessario para direcionar as adequagdes que estdo ndo feitas nas unidades
produtoras e também no treinamento dos produtores.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas mic icas durante o

processo de maturacdo do queijo Minas Artesanal do Serro.
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M aterial e M étodos

As andlises microbioldgicas da agua, leite, pingo e quejos foram realizadas no
laboratorio de Higiene de Alimentos do Departamento de Nutricdo da rsidade Federal
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), localizada na cidade de Diamantina - MG.

Coleta e Manutencao das Amostras

Aliquotas de aproximadamente 250 mL de agua, leite e pingo de cada produtor foram
coletadas em frascos estéreis com tampas rosqueaveis, sendo mantidos refrigerados em caixa
deisopor com gelo reciclavel para posteriores anélises.

Os Queijos Minas Artesanais foram coletados diretamente nas unidades produtoras no
més de maio de 2010. Foram escolhidas aleatoriamente cinco propriedades naregido do Serro
(MG) dentre unidades produtoras em diferentes graus de adequacdo, de modo a contemplar
gueijos com diferentes graus de contaminagdo. Apds um dia de fabricagdo, ao completar a
salga, 0s queijos foram mantidos na propriedade rural para maturacdo no ambiente proprio e a
outra metade foi transportada para a Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri, onde foram maturados sob refrigeracéo ( 8°C), sem embalagem e sem controle de
umidade. As andlises foram feitas nos tempos predeterminados de 7, 14, 21 , 28, 35, 42, 49,
56, e 63 dias de maturacdo. Semanalmente, uma unidade de cada queijo por produtor e de
cada condicdo de temperatura foi retirada do acondicionamento e submetida as andlises

microbiologicas.

Preparo das amostras de queijo

Para o preparo do homogenato, foram retirados 25g de queijo. As amostras foram
diluidas em 225 mL de solucdo salina (0.85%) e, posteriormente, homogeneizadas
manuamente. Foram feitas diluicdes decimais e, em seguida, os plagueamentos para cada

diluigso.
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Preparo das amostras deleite e pingo

Vinte e cinco mL de amostra de leite e pingo foram diluidos em 225 mL de solucdo
salina (0.85%) e, posteriormente, homogeneizadas. Foram feitas dilui¢des decimais e, em
seguida, os plagueamentos para cada diluigéo.

Preparo das amostras de 4gua

Um mL de amostra de agua foi diluido em 9 mL de solucdo salina (0.85%) e,
posteriormente, homogeneizado. Foram feitas diluicbes decimais €, em seguida, 0S

plagueamentos para cada diluigéo.

Analises microbioldgicas

Contagem de Coliformes a 30°C e Escherichia coli

Para a contagem de Coliformes a 30°C e Escherichia coli no leite, 4gua e queijo
utilizou-se 0o método Oficial Petrifilm AOAC 991.14 Coliformes/E.coli (Contagem de
Coliformes e E. coli em Alimentos, Pelicula Reidratavel Seca), de acordo com o0s

procedimentos determinados pelo fabricante (3M Microbiology).

Contagem total de mesofilos aer 6bios

A contagem total de mesbfilos no queijo artesanal, no pingo e no leite foi feita pelo
método de plagueamento em profundidade, em placas de petri, utilizando-se 0 meio de cultura
Agar Padrdio para Contagem — PCA. Ap6s a solidificacdo, as placas foram invertidas e
incubadas em estufas a 35°C, por 48 horas. Apés esse periodo procedeu-se a contagem das
placas e os resultados foram expressos em UFC/g e UFC/mL, respectivamente (APHA,
2001).

Contagem de Staphylococcus aureus
Para as analises de Staphylococcus aureus no queijo e leite utilizou-se o Petrifilm 3M

— Rapid S. aureus (RSA) Count Plate (AOAC 981.15), de acordo com os procedimentos

determinados pelo fabricante.
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Contagem de Staphylococcus aureus coagulase positiva

Transferiu-se coléniastipicas paratubos contendo 2 ml de caldo de infusdo de cérebro
e coracdo — BHI (DIFCO), que foram incubados em estufa a 35 + 2°C por 24 horas. A
confirmagcdo do Staphylococcus coagulase positiva foi realizada por meio do teste de
coagulase. Para tal, adicionou-se aos 0,3 mL de cadatubo de caldo BHI 0,1 mL de plasmade
coelho (LABORCLIN), os quais foram incubados em estufa a 35 + 2°C por 4 a 6 horas para
observacdo da formagdo de coagulo. O resultado foi obtido por meio da multiplicacdo do
nuamero de colOnias contadas pela diluicdo inoculadae  resultados expressos como UFC/g
(BRASIL, 2003).

Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para a deteccéo de Listeria monocytogenes no leite e queijo, utilizou-se o Kit Tecra

3M- ListeriaVisual Immunoassay (VIA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Pesquisa de Salmonella sp.

Para as andlises de Salmonella sp. no leite e queijo, utilizou-se o Kit Tecra 3M —

SalmonellaVisual Immunoassay (VIA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Contagem de bactérias acido-laticas
Para a enumeracdo de Bactérias &cido-laticas no leite e nos queijos, as amostras foram
diluidas em caldo MRS e semeadas em placas de Petrifilm TM AC (3M do Brasil), com
incubacdo a 30°C por 72 horas em microaerofilia (NERO et al., 2006).

Determinagéo da contagem de células somaticas em amostras de leite

Para a contagem de células somaticas, utilizou-se um Contador Eletrénico de Células
Sométicas Del aval DCC (DelLaval Cell Counter).



Determinacéo da acidez em graus Dornic (°C)
A determinacdo da acidez foi realizada através da titu de 10 mL de leite com

solucdo de NaOH (N/9) (solucdo Dornic) e 4 gotas de fenolftaleina como indicador
(LUTZ,2008).

Andlise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o uxilio do programa Statisti cal
Analysis System (SAS, 2003).

Resultados e Discussao

Analise microbiol6gica da agua

Na Tabela 1, estdo representadas as contagens microbioldgicas da agua utilizada nas

propriedades produtoras de Queijo Minas Artesanal daregiéo do Serro.

Tabela 1 - Andalise microbiolégica de agua utilizada nas queijarias durante a fabricacdo do
gueijo Minas Artesanal do Serro

Amostras Coliformes a 30°C (UFC/mL) Escherichia coli (UFC/mL)
1 120 x 10° Auséncia
2 70 x10° Auséncia
3 50 x 10° Auséncia
4 10 x10° Auséncia
5 20x10* Auséncia
Legislagéo Auséncia/100mL

As cinco (100%) amostras de agua estavam dentro dos padrbes exigidos pela
legislacdo para Escherichia coli e fora dos padrdes para coliformes a 30°C. Resultados
semelhantes foram encontrados por Borelli et al. (2006) e Martins (2006), que anaisaram a
gualidade microbiolégica da agua utilizada na fabricacdo do Queijo Minas Artesanal da
regidio do Serro e encontrou contagens superiores a 10° UFC/mL de coliformes a 30°C e
Escherichia coli. 1sso mostra que a agua, geralmente originada de nascentes, recebe um

tratamento ineficiente, através do uso do cloro pelos produtores. E importante que as unidades
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produtoras sejam adequadas para que a agua utilizada na fabricacdo do queijo néo uma
fonte potencial de contaminagdo do produto final.
Na Tabela 2, estdo representados os valores das contagens microbioldgicas do leite

utilizado nafabricacdo dos queijos artesanais daregido do Serro.

Tabela 2 — Valores médios das contagens microbiolégicas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Contagem de células Somaticas (CCS) e acidez do leite cru utilizado na
fabricagdo dos queijos artesanais do municipio do Serro

Amostras Saphylococcus Escherichia coli CCSs Acidez
aureus

1 0 0 13.500 22.00

2 3,46 0 260.500 17,50

3 2,74 0 251.500 16,00

4 2,28 0 210.500 16,50

5 241 0 216.000 16,00
Legislacio < 2,00 < 2,00 400.000 15°D- 20°D

Em duas (40%) amostras de leite verificou-se contagens superiores ao estipulado pela
legislagdo para mesotfilos. Um fator que pode estar associado & contaminagéo das amostras € o
manipulador que, apesar de possuir aventais, luvas e toucas descartaveis, néo os utilizavam no
processo de manipulagdo. Essa contaminagéo pode ter ocorrido durante a ordenha, através da
exposicao e do contato do leite com bactérias provenientes do Ubere, das tetas, do solo, fezes
dos animais, das méos e roupas do ordenhador, das instalacdes (piso, parede, teto),
ordenhadeiras mecénicas, tanques de estocagem, baldes, ou até mesmo de panos usados para
coar o leite ou secar o ubere (FERNANDES et al, 2003). Segundo Fagan et al. (2008), a
gualidade microbiolégica do leite depende fundamentalmente da implantacéo de boas préticas
na producdo e menos das condi¢cdes de infraestrutura e tecnologico da propriedade
leiteira.

De acordo com a Lei n.° 14.185, a queijaria deve ficar distante de pocilgas, galinheiros
e quaisquer outras fontes produtoras de mau cheiro que possam comprometer a qualidade do
leite ou do queijo. Além disso, define-se que 0 acesso de animais e pessoas estranhas a
producdo deve ser impedido. No entanto, observou-se que a maioria dos produtores tem

consciéncia desses problemas e estdo dispostos a corrigi-los.
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A contaminag8o por Saphylococcus aureus foi observada em todas as amostras de
leite com apenas uma dentro dos padrdes exigidos pela gislacdo. A contagem variou entre O
log UFC/mL e 3,46 log UFC/mL, coincidindo com os resultados obtidos por Borelli (2006),
evidenciando que o leite constitui uma fonte de contaminagéo para 0sS queijos artesanais,
sendo necessarias medidas de controle no momento da ordenha para obtencéo de um produto
de melhor qualidade. A utilizacdo do leite cru e a falta de higiene adequada dos equipamentos
e utensilios podem ter sido a causa da contaminagdo. De forma geral, € necessario mudar o
manejo da ordenha, adotando-se procedimentos simples de higiene, como a lavagem dos tetos
do animal, realizacéo do pré-dipping e de testes utilizados na deteccdo de mastite, e também
da mé&o do ordenhador, além de uma higienizacdo adequada das instalagdes, equipamentos e
utensilios, o que diminui consideravelmente o risco de contaminagéo ndo s6 do leite como dos
animais.

A Escherichia coli esteve dentro dos padrbes em todas as amostras de leite. A
contagem de células sométicas variou entre 13.500 célulassmL e 260.500 células/mL e
somente uma (16,66%) amostra estava fora dos padrdes para acidez. Listeria monocytogenes
e Salmonella spp ndo foram encontradas no leite. A legislagdo nédo fixa para
Coliformes a 30°C no leite cru.

Na Tabela 3, estdo representados os resultados da contagem total de mesoéfilos
aerobios e de bactérias l&ticas, analisados no leite e no fermento enddgeno utilizados na
fabricacéo do queijo artesanal do Serro.

O “pingo”, também conhecido como fermento enddgeno, € definido como fermento
resultante da dessoragem dos queijos ja salgados. Coletado de um dia para outro, € utilizado
na fabricacdo do queijo do Serro e permanece a temperatura ambiente até 0 momento da sua
utilizac@o. Essa prética permite o crescimento de diversos microrganismos, o que explica as
altas contagens de mesofilos nesse produto, cujos valores variaram entre 4,60 log UFC/mL e
8,18 log UFC/mL (Tabela 3). Ja o leite apresentou uma ontagem mais baixa de mesofilos,
fato explicado pelo fato de o leite ndo permanecer por muito tempo em condi¢des que
favoregam a multiplicacdo microbiana. Os valores de bactérias mesotfilas no leite variaram
entre 4,34 log UFC/mL e 5,32 log UFC/mL, estando duas amostras fora dos padrbes
estipulados pela legislacéo.

M esofilos Bactérias laticas
Amostras log (UFC/mL) log (UFC/mL)
Leite Pingo Leite Pingo
1 4,34 8,18 3,86 7,07
2 5,17 8,05 5,28 7,52
3 4,62 8,16 3,14 7,61
4 5,32 6,09 5,31 6,81
5 4,64 4,60 4,48 7,30
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Tabela 3 - Valores das contagens microbiologicas do leite cru e do fermento enddgeno em log

(UFC/mL) utilizado nafabricacdo dos queijos artesanais do municipio do Serro

Foram observadas contagens elevadas de bactérias acido-laticas (BAL), ficando
evidente que esse grupo compde a microbiota dominante o fermento enddgeno da regiéo do
Serro. A contagem de BAL presentes no fermento enddgeno variou entre 6,81 log UFC/mL e
7,52 log UFC/mL. Segundo Furtado (1980), o “pingo” constitui um auténtico fermento por
conter um numero elevado de bactérias |aticas desejaveis em cada mililitro. No entanto, pode
conter também contaminacdo elevada de Staphylococcus aureus, podendo chegar sua
populacdo a valores acima de 10° UFC/mL, dependendo da quantidade de fermento
adicionada ao leite. Ha de se considerar, ainda, que as células de Staphylococcus aureus
oriundas do fermento podem gpresentar maior resisténcia as condicdes de pH baixo e alta
concentracdo de sal, uma vez que sobreviveu por quase 12 horas durante a fermentacéo
(PINTO, 2008).

O leite contém todos os compostos necessarios a multiplicagdo bacteriana, mas ha
limitagdes no suprimento de aminoacidos essenciais, como acido glutamico,
valina, leucina e histidina, necessarios a sintese de nas. Em virtude disso, as bactérias
léticas dependem de seu sistema proteolitico para atender suas necessidades nutricionais e
permitir seu crescimento em meio pobre em aminoéacidos livres (MORENO et al., 2002). A

contagem de BAL encontrada no leite cru foi entre 3,14 log UFC/mL e 5,31 log UFC/mL.

Analises microbioldgicas dos queijos

Os valores médios das contagens de mesofilos aerébios, Coliformes a 30°C,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, encontrados no queijo do Serro maturados a
temperatura ambiente e sob refrigeracéo estdo na Tabela 4.

Listeria monocytogenes e Salmonella spp ndo foram detectados, mas a ocorréncia
desses patdgenos € bem relatada em queijos fabricados com a utilizacéo de leite cru (PAK et
al., 2002; VITAS et al., 2003). Basicamente, a auséncia desses patdgenos se deve as
mudancas que ocorrem durante o processo de maturacdo d  queijos, principalmente pela
presenca de grupos microbianos distintos, como bactérias laticas e também enzimas, e outras
substancias que modificam as caracteristicas do produt tornando-o desfavoravel para sua

sobrevivéncia
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Tabela 4 - Média das contagens microbioldgicas e crescimento de mesofilos aerdbios, coliformes totais, Escherichia coli, Saphylococcus aureus
coagulase positiva e bactérias laticas (Log UFC/g) do queijo do Serro maturados a temperatura ambiente e sob refrigeracéo

Periodo de maturacdo (semanas)

Microrganismos

Ambiente

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Média F cv
Mesofilos 8,37 8,44 8,15 7,96 8,47 7,30 7,60 7,71 6,67 7.85a 1.58ns 10.03
C. totais 3,64 3,13 3,24 2,13 3,91 2,62 2,65 3,10 1,92 362b 11.23** 21.43
E.coli 1,22 2,41 0,90 0,73 1,76 0,86 1,40 1,27 0,77 30la 1.93ns 21.35
S. aureus C+ 3,04 3,85 4,19 2,41 3,51 1,99 3,68 2,24 2,88 3.53a 1.08 ns 40.98
Bactérias Laticas 7.90 8,42 8,37 8,65 8,05 - - - - 8.28a 1.37 ns 7.66
Microrganismos Refrigerado P

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Média F cv
Mesofilos 8.44 a 8.62a 8.13ab 81llab 8.23ab 7.56 ab 7.55ab 7.86 ab 712b 8.06 a 3.59 ** 10.03
C. totais 515a 472 a 471a 4.63 ab 4.07abc 4.15 abc 3.37c 3.45 bc 1.00d 421 a 22.02%* 21.43
E.coli 385a 3.38a 3.36a 350a 3.79a 340a 3.28a 344 a 0.00b 321a 31.71** 21.35
S. aureus C+ 3.60 ab 4.30a 450 a 4.80a 4.30a 3.50ab 3.40ab 190b 3.00ab 3.87a 3.50** 40.98
Bactérias |l aticas 7,68 a 829a 8,10 a 852 a 820a - - - - 8,07 a 1,88 ns 7,66

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01)
ns ndo significativo (p>0.05)
Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste Tukey (P>0,05)
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A legislacdo néo fixa padréo para contagem de mesofilos aerébios para o queijo, mas €
usada como indicadora da populacdo bacteriana de uma amostra, e altas contagens
demonstram ma qualidade da matéria-prima. A contagem de mesoéfilos aerébios apresentou
diferenca (P < 0,05) para os queijos mantidos a temperatura ambiente ao longo de nove
semanas de maturacdo. Ao analisar os locais utilizados na producdo dos queijos nas
propriedades rurais, durante as visitas técnicas, e acompanhando o processo de fabricacdo dos
gueijos foram observadas algumas falhas nas etapas, que poderiam justificar os niveis de
contaminacgéo encontrados, como a presenca de animais proximo ao local de producéo dos
gueijos, tais como cachorros, galinhas, passaros e insetos, a fabricagcdo do queijo sem 0 uso
davestimenta adequada (luvas, botas, aventais) e até mesmo sem o uso de camisa.

N&o houve diferenca (p > 0,05) entre as condi¢des de maturacdo; no entanto, percebe-
se uma reducdo na contagem microbiana de 1,7 log UFC/g ao final do periodo de maturacgéo
na temperatura ambiente, e uma reducéo de 0,92 log UFC/g para os queijos maturados sob
refrigeracdo. Nesse caso, a reducdo microbiana ndo foi suficiente para tornar o produto
Seguro, pois a contagem inicial de mesofilos se mostrou elevada. De acordo com Beresford et
a. (2001), adiminuicéo da contagem bacteriana ao longo da maturagcéo pode estar relacionada
com a producéo de &cidos organicos, assim como a perda de agua e aumento da concentragéo
de sélidos totais, como NaCl, que inibem o crescimento microbiano. Resultados contrarios ao
deste trabalho foram encontrados por Araljo (2004); Pinto (2004); Borelli (2006); Martins
(2006). A diferenca entre os resultados talvez seja justificada pelos diferentes tratamentos
dados aos queijos, que ndo foram embalados, onde o ambiente refrigerado ndo dispunha de
controle de umidade.

Amostras de queijos do Serro, na primeira semana de maturagdo, mantidas
refrigeradas, apresentaram contagens de coliformes a 30°C e Saphylococcus aureus
superiores ao permitido pela legislagcdo. Nao houve diferenca (p> 0,05) para coliformes a
30°C ao longo do periodo de maturacéo para os queijos mantidos em temperatura ambiente
(Tabela 4). A contaminac&o inicial elevada por coliformes € um indicio de falta de cuidados
no momento da ordenha e também na fabricagdo dos queijos. A maturacdo dos queijos €
utilizada como uma ferramenta pararealcar as caracteristicas sensoriais, além de possuir papel
importante para garantir a seguranga alimentar, uma vez que eles devem ser produzidos com
ata qualidade para atender aos padres microbiolégicos que garantem sua inocuidade por
serem fabricados a partir de leite cru.

No final de sete semanas de maturacdo, a contagem de coliformes a 30°C estava

dentro dos padrdes estipulados pelo Regulamento da Lei n° 14.185, de 31 de janeiro de 2002,
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tanto para queijos mantidos refrigerados como para 0s queijos mantidos em temperatura
ambiente. Essa contagem elevada de coliformes pode ser explicada pela alta contaminacdo da
matéria-prima, que ndo recebe tratamento térmico.

As contagens de Escherichia coli encontradas no queijo mantidos a temperatura
ambiente estavam dentro dos limites estabelecidos pela legislacéo. Para os queijos mantidos
refrigerados, a contagem de Escherichia coli atingiu os limites estipulados pela legislagéo na
terceira semana de maturacéo. Os elevados niveis de coliformes totais e fecais podem ser a
principal causa paraa formagado de olhaduras indesgjaveis no queijo do Serro.

N&o foi possivel estipular em qual periodo os queijos estariam seguros quanto a
contagem de Staphylococcus aureus coagulase positiva para que pudessem ser consumidos,
pelo fato da reducéo microbiana n&o apresentar-se continua ao longo da maturagao.

Observou-se reducdo na contagem de Saphylococcus aureus coagulase positiva; no
entanto, a contaminagdo inicial de microrganismos presentes no queijo estava elevada e,
segundo dados de literatura, ja seriam capazes de produzirem enterotoxinas;, € mesmo que o
queijo fosse maturado elas ndo seriam destruidas ao longo do tempo. Portanto, ha necessidade
de maiores cuidados no momento da ordenha e mesmo durante e ap0s a fabricagéo do queijo
visando diminuir a contaminacéo inicial.

A grande dificuldade de se adotar medidas que diminuam o risco de contaminagéo
aimentar em razdo das praticas inadequadas de higiene é que a maioria das pessoas
envolvidas na manipulagdo de alimentos necessita de co s sobre os cuidados
higiénico-sanitérios que devem ser seguidos na elaboracéo dos produtos, desconhecendo,
totalmente, a possibilidade de serem portadores assintomaticos de microrganismos (TOSIN &
MACHADO, 1995).

A lavagem rigorosa das maos consiste no primeiro requisito de higiene pessoal dos
manipuladores de alimentos, como forma de impedir que elas veiculem microrganismos
existentes. A essa lavagem deve proceder-se no inicio das atividades, apos a manipulacéo de
alimentos contaminados e /ou uso de instalagdes sanitarias (MONTEIRO et al., 2001).

Medidas para eliminar Staphylococcus aureus s8o inviaveis; portanto, a identificacdo
de portadores, a capacitagdo dos manipuladores e a aplicacdo das boas préticas de fabricacdo
sdo procedimentos relevantes para a prevencdo da contaminacdo de alimentos, durante as
diferentes fases de preparo, ai incluidas todas as medidas de higiene pessoal, utensilios e
instalacdes (BARTELS et al., 2009). Talvez com esses cuidados a maturacdo possa promover
uma reducdo significativa na contagem de Staphylococcus aureus coagulase positiva,

garantindo-se um produto sem riscos ao ser consumido.
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A atividade da enzima coagulase tem sido usada para indicar patogenicidade de
microrganismo toxigénico e a enzima termonuclease sugerida como indicador mais confiavel
dessa enterotoxigenicidade (BENNETT, 1996). Ainda assim, a simples deteccdo da producéo
de coagulase por procedimentos bioquimicos rotineiros ndo é suficiente e segura para
estabelecer enterotoxigenicidade e viruléncia de linhagens de Saphylococcus, uma vez que a
bactéria pode possuir 0 gene e ndo expressa-lo em condic¢es laboratoriais ou ser coagulase
negativa e enterotoxigénica (VERAS et al., 2008). De acordo com Lamaita et al. (2005), 0s
padrdes estipulados pela legislagdo devem ser obedecidos para a determinacéo de padrdes
para Staphylococcus spp. e nd somente para Staphylococcus coagulase positiva e/ou, ainda,
preconizar a identificacdo de enterotoxinas nos diferentes alimentos, para garantir a sua real
seguranca.

O elevado nimero de bactérias laticas encontradas no queijo Minas Artesanal do Serro
durante os 35 dias de maturacdo pode ter contribuido para favorecer condi¢des de inibicdo de
microrganismos indesgjavels como Listeria monocytogenes e Salmonella ssp. Trabalhos
(ALEXANDRE et al., 2002; NETO et al., 2005) evidenciam a atividade inibitoria de bactérias
laticas frente a varios patdgenos em queijos artesanais do Serro. As bactérias lacticas tém
grande importancia econdmica, ja que de forma natural ou adicionada intencionalmente,
desempenham importante papel na fermentacdo de grande de alimentos. Suas
atividades metabdlicas ndo apenas contribuem para o desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais desgjaveis com também permitem conservar ou aumentar o valor nutritivo da
matéria-prima (M AGRO et al., 2000a).

Os queijos artesanais do Serro com quatro semanas de maturagdo em temperatura
ambiente (Figural) j& apresentavam caracteristicas aparentes de deterioragcdo. Na contribuicéo
para o sabor do queijo, a degradacdo das proteinas pode atuar de maneira direta, com a
liberacdo de aminoacidos e peptideos, inclusive alguns produzindo sabor amargo, e de
maneira indireta, pelo catabolismo de aminoéacidos para a formagéo de aminas, acidos, tidis,
tioésteres, entre outros. As mudancas na textura ocorrem basicamente em razdo da quebra da
matriz protéica, do aumento de pH e da maior retencdo de agua pelos recém-formados
grupamentos aminas e carboxilicos (POMAR et al., 2001a). Talvez isso possa ser um entrave
para queijos maturados a temperatura ambiente, pois 0 longo periodo de maturacdo favorece

sua deterioragdo, tornando-0 com aparéncia e odores desagradaveis.
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Figural - Queijos artesanais do Serro com 30 dias de maturacéo em temperatura ambiente

Conclusoes

Todas as amostras de dgua apresentaram contaminagdo por coliformes totais acima do
valor maximo recomendado pelos padrdes brasileiros. Nenhuma amostra de agua apresentou
contaminacéo por coliformes fecais.

Em duas amostras de leite cru os mesofilos apresentaram-se acima dos limites
permitidos pela legislacéo brasileira. Staphylococcus aureus esteve ausente somente em uma
amostra de leite e a Escherichia coli esteve ausente em todas as amostras.

O fermento enddgeno apresentou uma elevada populacdo de bactérias léticas, o que
pode ter contribuido pela ndo deteccdo de patdgenos como Listeria monocytogenes e
Salmonella spp.

O periodo de maturacdo de nove semanas nao foi suficiente para considerar o produto
Seguro para 0 consumo, pois alguns microrganismos ndo apresentaram reducéo microbiana
continua.

Percebe-se que o queijo ainda oferece riscos, uma vez que apresenta contaminagéo
inicial elevada de microrganismos capazes de produzirem enterotoxinas que podem provocar
transtornos alimentares em pessoas que apresentem algum tipo de imunodeficiéncia € que
venham a consumi-lo.

A capacitacéo dos envolvidos na fabricacéo do queijo artesanal pode ser umaforma de
reduzir a contaminagdo inicial do produto, a qual, aliada ao processo de maturacdo, pode ter

efeitos positivos, tornando-o seguro e reforcando atradicdo cultural daregiéo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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