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RESUMO

O consumo de produtos regionais tais como queijos de coalho, e de manteiga e
manteiga da terra é tradicional e muito difundido entre a populacdo nordestina,
tornando-se importante um alerta para a qualidade dos produtos e processos. O
leite, principal matéria-prima para elaboracédo destes produtos, ha maioria das vezes
ndo € obtido nas condi¢cBes higiénicas necessarias, resultando produtos de baixa
gualidade perdendo a competitividade no mercado interno e ndo se adequando as
normas vigentes de boas praticas de fabricacdo. Além da falta de controle de
gualidade da matéria-prima, o processamento desses produtos, ndo se encontra
bem definido, o que leva a falta de padroniza¢cédo dos queijos de coalho, manteiga e
manteiga da terra comercializados. Este trabalho tem como obijetivos verificar a
presenca de microorganismos, além de observar e analisar as condi¢fes higiénico-
sanitarias da forma de armazenamento e comercializacdo do produto.

Foram analisadas 20 amostras, de quatro locais diferentes, de queijo de manteiga,
coletadas em pontos distintos na cidade de Natal, na qualidade de consumidor. As
andlises realizadas foram a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes a 45° C, através da técnica dos tubos multiplos, a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva, através da prova de coagulase positiva e a
pesquisa de Salmonella Sp., com as provas de identificacdo: hidrélise da uréia,
degradacgao do malonato, teste do vermelho de metila (VM) e Voges-Proskauer (VP)
e o teste do citrato. A metodologia aplicada na pesquisa foi de acordo com as
normas do International Comission on Microbiological Specification (ICMSF, 1978).
Das 20 amostras de queijo de manteiga analisadas, 10% apresentaram
contaminagao por bactérias do grupo coliformes a 45°C, 15% contaminagdo por
Staphylococcus coagulase positiva e auséncia de Salmonella sp. em todas as
amostras.

Portanto conclui-se que o queijo de manteiga analisado é improprio para 0 consumo,
por apresentar 10% das amostras com indice de contaminacdo por Coliformes a
45°C, e 15% das amostras com contaminacdo de Staphylococcus coagulase
positiva, e auséncia de Salmonella sp., desta forma sugere-se maiores cuidados na
manipulacdo, com a utilizacdo das Boas Praticas de Fabricacdo, do queijo de
manteiga desde o inicio do processamento pelos fabricantes até a conservacéo e
distribuicao final do queijo de manteiga pelos comerciantes.

Palavras chave: Qualidade. Queijo. Analise. Contaminacao.



ABSTRACT

The consumption of regional products such as curdle cheeses, cheese of butter and
butter of the land traditional and is very spread out between the population
northeastern, becoming important alert for the process and product quality. Milk,
main raw material for elaboration of these products, is most of the time not gotten in
the necessary hygienical conditions, resulting products of low quality losing the
competitiveness in the domestic market and if adjusting to the effective norms of
good you do not practice of manufacture. Beyond the lack of quality control of the
raw material, the processing of these products, if does not find clear-cut, what it takes
the lack of standardization of the curdle cheeses, butter and commercialized butter of
the land. This work has as objective to verify the presence of microorganisms,
beyond observing and analyzing the hygienical-sanitary conditions of the storage
form and commercialization of the product. 20 samples had been analyzed, of four
different places, cheese of butter, collected in distinct points in the city of Natal, in the
quality of consumer. The carried through analyses had been the determination of
Most likely number (NMP) of Coliformes 45° C, through the technique of the multiple
pipes, the presence of positive Staphylococcus coagulase, through the positive test
of coagulase and the research of Salmonella sp., with the tests of identification:
hydrolysis of the urea, degradation of the malonato, test of the red of metila (VM) and
Voges-Proskauer (VP) and the test of the citrate. The methodology applied in the
research was in accordance with the norms of the International Comission on
Microbiological Specification (ICMSF, 1978). Of the 20 samples of analyzed cheese
of butter, 10% had presented contamination for Coliformes bacteria of the group to
45°C, 15% contamination for positive Staphylococcus coagulase and absence of
Salmonella sp. in all the samples. Therefore one concludes that the analyzed cheese
of butter is improper for the consumption, for presenting 10% of the samples with
index of contamination for Coliformes 45°C, and 15% of the samples with
contamination of positive Staphylococcus coagulase, and absence of Salmonella sp.,
in such a way suggests bigger cares in the manipulation, with the use of Good the
Practical ones of Manufacture, of the butter cheese since the beginning of the
processing for the manufacturers until the conservation and final distribution of the
cheese of butter for the traders.

Words key: Quality. Cheese. Analysis. Contamination.
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1. INTRODUCAO

O consumo de produtos regionais tais como queijos de coalho, queijo de
manteiga e manteiga da terra € tradicional e muito difundido entre a populacdo
nordestina, tornando-se importante um alerta para a qualidade dos produtos e
processos (ARAUJO; NASSU, 2002).

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por
separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acédo fisica do coalho,
de enzimas especificas, de bactéria especifica, de acidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacéao de
substancias alimenticias elou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes.
Entende-se por queijo fresco o que estd pronto para consumo logo apos sua
Fabricacdo; por queijo maturado o que sofreu as trocas bioquimicas e fisicas
necessarias e caracteristicas da variedade do queijo (BRASIL, 1996).

A denominacao queijo esta reservada aos produtos em que a base lactea nao
contenha gordura e/ou proteinas de origem nao lactea (BRASIL, 1996).

Do ponto de vista cal6rico, pode-se afirma que se trata de alimentos com alta
concentracdo calorica, especialmente os chamados queijos semiduros e duros.
Nestes tipos, desaparece a lactose, significando que, nos casos de intolerancia a
ela, o queijo pode substituir o leite (SALINAS, 2002).

O leite, principal matéria-prima para elaboracdo destes produtos, na maioria
das vezes nao é obtido nas condi¢cGes higiénicas necessarias, resultando produtos
de baixa qualidade perdendo a competitividade no mercado interno e nado se
adequando as normas vigentes de boas préaticas de fabricacdo. Além da falta de
controle de qualidade da matéria-prima, o processamento desses produtos, ndo se
encontra bem definido, o que leva a falta de padronizacdo dos queijos de coalho,
manteiga e manteiga da terra comercializados (ARAUJO; NASSU, 2002).

A comercializagdo de alimentos de origem animal em feiras livres,
expostos em barracas sem refrigeracdo, sem protecdo contra poeira e insetos, pode
alterar sua qualidade. No caso particular dos queijos que, em geral, sdo vendidos
em pedacos, ha o perigo de incorporar, externamente, matérias estranhas de origem

biolégica (como insetos e acaros) ou nao (como terra), por falhas de manipulacao do



12

produto durante a venda a retalho, pela higienizagdo precéria das bancas e dos
utensilios utilizados pelos feirantes, ou mesmo, por contaminacdo cruzada entre o0s
produtos expostos (CORREIA; RONCADA, 1997).

A produgéo, preparacéo, distribuicdo, armazenagem e comercializagéo de
produtos alimenticios, com seguranc¢a, sdo atividades de extrema importancia que
exigem cuidados especiais com o ambiente de trabalho, com equipamentos e
utensilios, com alimentos propriamente ditos, com os manipuladores de alimentos,
com instalacBes sanitarias e com o controle de pragas, entre outros, para a
prevencgao da contaminacao alimentar (SOUZA, 2006).

Com isso, a analise da qualidade microbiolégica do queijo de manteiga,
como produto regional, comercializados numa area administrativa do municipio de
Natal-RN, se faz de extrema importancia para a salde da populacao, tendo em vista
gue este € um produto que tem sido cada vez mais consumido. A ndo existéncia de
microrganismos ou material estranho neste alimento torna-se um fator importante

para a saude da populacéo e servi como base de outras pesquisas.



13

2-. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade microbiolégica do queijo de manteiga

comercializado em uma regido administrativa de Natal-RN.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a contagem do NMP/25g de Coliformes a 45°C;
o Verificar a presenca de Salmonella sp nas amostras de queijo de manteiga,
o Pesquisar a bactéria Staphylococcus coagulase positiva no queijo de

manteiga.
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3-. REFERENCIAL TEORICO

3.1. LEITE

Do ponto de vista fisico-quimico, o leite € uma mistura homogénea de
grande numero de substancias (lactose, glicerideos, proteinas, sais, vitaminas,
enzimas, etc.), dos quais algumas estdo em emulséo (as gorduras e as substancias
associadas), algumas em suspensédo (as caseinas ligadas a sais minerais) e outras
em dissolucao verdadeira (lactose, vitaminas hidrossolUveis, proteinas do soro, sais,
etc.) (ORDONEZ, 2005).

O leite € considerado o mais completo alimento, possuindo elevado valor
biol6gico na alimentacdo humana, particularmente nos primeiros estagios da vida,
guando se constitui em alimento exclusivo. Os elementos nutricionais, sobretudo
proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais contidos no leite, transformam-no em
um excelente substrato para o crescimento de microrganismos (GERMANO;
GERMANO 2008). Além disso, é largamente utilizado para o preparo de derivados,
0S quais mantém em sua composi¢cao praticamente todos os componentes nutritivos
do leite. Para o preparo desses derivados, a matéria prima deve ser obtida em
condices higiénico-sanitérias ideais e ser resfriado logo apdés sua obtencdo, pois
sem esses cuidados a qualidade final do produto pode ser afetada
(ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2008).

No leite encontram-se todas as vitaminas e muitos minerais. Esse
alimento € uma excelente fonte de calcio, riboflavina, vitamina Bi,, tiamina e
vitamina A, mas é deficitario, sobretudo em vitamina D, folato e ferro.

As mais importantes proteinas no soro do leite de vaca séo a a -
lactoalbumina e a B — lactoglobulina. Em relacdo a a — lactoalbumina, sua fungéo
biolégica €é perfeitamente conhecida, fazendo parte do sistema enzimatico,
responsavel pela sintese da lactose.

Tradicionalmente, considera-se que a lactose favorece a retencéo de Ca,
e por isso estimula a ossificagao e previne a osteoporose.

Os sais majoritarios do leite sdo fosfatos, citratos e cloretos, sulfatos e
carbonatos de sédio, potassio e magnésio (ORDONEZ, 2005).

O magnésio atua nas células de todos os tecidos moles, onde faz parte do

mecanismo de sintese protéica e € necessario para liberacdo de energia. Junto com
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0 célcio participa da contracdo e do relaxamento muscular. Além disso, o célcio
participa da formacéo 6ssea e dentaria (SIZER, 2003).

Apesar da complexidade do mercado consumidor, determinada pela
flutuacdo da demanda, a atividade de producdo artesanal de derivados de leite
(sobretudo o queijo) proliferou amplamente, atingindo elevadas proporgdes nos dias
atuais na forma de pequenas fabricas com instalacfes precarias. Como resultado
desta situacéo, formou-se um contingente populacional significativo envolvido com a
producdo do queijo minas que nao consegue se inserir no mercado sem inspecgéo
sanitéria, que exigem acdes especificas dos servicos de vigilancia, j& que podem
representar riscos importantes aos consumidores (GERMANO; GERMANO, 2008).

3.2. QUEIJO

O queijo de manteiga, também conhecido como “requeijao do nordeste”,
sabe-se que € produzido em maior escala principalmente nos estados de Alagoas,
Sergipe, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte. Diferentemente do queijo de
coalho, este produto é obtido sem uso do coalho, ja que a coalhada é obtida por
desnaturacdo acida (ARAUJO; NASSU, 2002).

Queijo de manteiga ou requeijdo do nordeste € uma massa de caseina
(de leite desnatado e dessorado), lavada e filiada sob acéo do calor e adicionada de
gordura lactea (manteiga fundida). Alguns queijeiros resolveram baratear o produto
mediante a substituicdo total ou parcial da gordura lactea por Oleo vegetal,
descaracterizando o produto original (RIBEIRO, 1958).

Segundo o Regulamento Técnico de lIdentidade e Qualidade deste
produto, define-se o queijo de manteiga como o produto obtido mediante coagulagcao
do leite com emprego de acidos organicos de grau alimenticio, cuja massa é
submetida & dessoragem, lavagem e fusdo & temperatura de aproximadamente
85°C, com acréscimo exclusivamente de manteiga de garrafa ou manteiga da terra
ou manteiga do sertédo (5%) (BRASIL, 2001).

A tecnologia de fabricacdo do queijo de manteiga é totalmente empirica e
seu processamento ainda € artesanal, apresentando deficiéncias tecnoldgicas
durante as fases de fabricagcdo, armazenamento e distribuicdo e grande variagcédo na
composicdo quimica (CAVALCANTE; COSTA, 2005). O produto € geralmente
apresentado em formato de paralepipedo, entre 2,0 a 10,0 kg.. De acordo com o teor
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de gordura no extrato seco pode-se classificar 0 queijo de manteiga como
“semigordo” a “gordo” e, de acordo com o teor de umidade, de “média” a “alta”
umidade, seguindo classificacdo para queijos do Ministério da Agricultura (BRASIL,
1996).

O queijo por apresentar caracteristicas nutritivas que o tornam um
alimento muito importante para nos seres humanos, torna-o também, uma 6tima
fonte de nutrientes para o crescimento de microrganismos, inclusive microrganismos
patogénicos (SILVA; CARVALHO; LIMA, 2008).

O queijo é uma das formas mais antigas de conservacao do leite, pois
surgiu praticamente com a domesticacédo de animais produtores de leite.

A pecuéria de leite, associada a fabricacdo de queijos com venda direta
ao consumidor em feiras-livres, surge como uma das alternativas adotadas pelos
pequenos agricultores como forma de agregar valor a sua producdo e aumentar a
receita de sua atividade. Na maioria das vezes estes produtos sédo elaborados a
partir de leite sem qualquer tratamento térmico, com condi¢cfes higiénico-sanitarias
duvidosas (obtido sem higiene), o que leva a producédo de um derivado de qualidade
inferior, sendo potencialmente capaz de comprometer a saude de seus
consumidores (ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2008).

3.3. CRESCIMENTO MICROBIANO

Quando falamos de crescimento microbiano nos referimos ao namero e
ndo ao tamanho das células. Os microrganismos em crescimento estédo, na verdade,
aumentando seu numero e se acumulando em colbnias (grupos de células que
podem ser visualizadas sem a utilizacdo de um microscépio) que contém milhares
de células ou populagdes que agrupam bilhdes de células. Em geral, ndo nos
preocupamos com o crescimento de uma Unica célula. Apesar de cada célula ser
capaz de dobrar aproximadamente de tamanho, esta alteracdo pode ser
considerado insignificante quando comparamos com as alteracdes de tamanho
observadas durante o desenvolvimento dos animais e das plantas (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2000).

Quando os alimentos sédo de origem vegetal e animal, faz-se necessario
considerar as caracteristicas dos tecidos vegetais e animais que afetam o

desenvolvimento de microrganismos. Tanto as plantas quanto os animais
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apresentam evoluidos mecanismos de defesa contra a invasédo e proliferacdo de
microrganismos, sendo que alguns deles permanecem eficientes quando
transformados em alimentos frescos. O conhecimento e o uso efetivo de cada um
desses fendmenos naturais podem auxiliar a prevenir ou retardar o processo de
deterioracdo dos alimentos mediado por microrganismos (GERMANO; GERMANO
2008).

Os microrganismos necessitam de condicbes apropriadas para sua
reproducéo e sobrevivéncia. O conhecimento dos fatores que favorecem ou inibem a
sua multiplicagdo € fundamental para uma melhor compreensdo dos principios
basicos que regem a alteracdo e a conservacdo dos alimentos. Alguns desses
fatores sdo intrinsecos, ou seja, caracteristicas inerentes aos alimentos, como a
atividade de agua, o pH, o potencial de éxido reducdo, a composicdo quimica, a
presenca de nutrientes ou de fatores antimicrobianos naturais e a microbiota do
alimento. Outros sdo extrinsecos, ou seja, caracteristicas e/ou condicbes do meio
ambiente no qual o alimento se encontra, como temperatura, a atmosfera e a
umidade relativa. Os fatores que tem maior impacto sobre o crescimento microbiano
nos alimentos sao: a atividade de agua, o pH e a temperatura (SILVA et al, 2007).

A atividade de agua (a,) da maioria dos vegetais esta acima de 0,99.
Em geral, as bactérias exigem valores mais elevados de a,, do que os fungos, ja as
bactérias Gram-negativas sdo mais exigentes que as Gram-positivas. As maior parte
das bactérias deteriorantes ndo se desenvolvem abaixo de a, = 0, 91, enquanto 0s
bolores deteriorantes podem desenvolver-se até a,, = 0,80 (GERMANO; GERMANO,
2008).

BN

Existem algumas relagbes entre a, a temperatura e nutrigao.
Primeiro, a qualquer temperatura, a capacidade de crescimento dos
microrganismos diminui com a reducédo de a,, Segundo, o intervalo
de a,, no qual os microrganismos crescem € maior na sua
temperatura o6tima de crescimento. Terceiro, a presenca de
nutrientes aumenta o intervalo de atividade de agua no qual os
microrganismos sobrevivem (JAY, 2005, p. 75).

A acidez ou a alcalinidade de um meio tem grande influencia na
estabilidade de macromoléculas, como enzimas, o que influi tanto no crescimento
como no metabolismo dos microrganismos (GERMANO; GERMANO, 2008). Ja esta
bem-estabelecido que a maioria dos microrganismos crescem melhor com valor de pH

em torno de 7,0 (6,6 — 7,5), apesar de alguns poucos crescerem em pH abaixo de 4,0.
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As bactérias tendem a ser mais exigentes em termos de pH do que os mofos e as
leveduras, sendo as bactérias patogénicas ainda mais exigentes (JAY,2005).

A faixa de pH é definida pelo valor minimo (no final acido da escala) e pelo
valor maximo (no final basico da escala). Cada microrganismo possui um valor 6timo
de pH, onde ocorre o seu crescimento maximo (FORSYTHE, 2005).

O potencial de 6xido-reducédo (Eh), ou potencial redox pode ser definido
como a facilidade com que o substrato pode ganhar (reducéo) ou perder (oxidac&o)
elétrons. A alteracdo do valor entre 0os agentes oxidantes e redutores determina o Eh
de uma cultura bacteriana (GERMANO; GERMANO 2008).

O potencial de Eh de um alimento é determinado pelos seguintes
parametros: as caracteristicas de Eh do alimento original; a capacidade de
balanceamento, isto &, a resisténcia do alimento em modificar o seu Eh; a tensdo de
oxigénio da atmosfera em contato com o alimento; e 0 acesso que a atmosfera tem ao
alimento (JAY, 2005).

Como fonte de energia, os microrganismos dos alimentos utilizam
acucares, alcoois e aminoacidos. Alguns microrganismos sao capazes de utilizar
carboidratos complexos, como amido e celulose, como fonte de energia, degradando-
0s a acgucares simples. (JAY, 2005). As fontes primarias de nitrogénio sdo os
aminoacidos. Dentre as vitaminas, alguns microrganismos requerem pequenas
qguantidades de vitamina B, facilmente encontrada na maior parte dos alimentos. As
bactérias Gram-negativas e o0s bolores sdo capazes de sintetizar a maioria ou mesmo
todos o0s compostos necessérios ao seu desenvolvimento, podendo, portanto,
desenvolver-se nos alimentos com baixos teores de vitamina B (GERMANO;
GERMANO, 2008).

A estabilidade de alguns alimentos diante do atague de microrganismos
deve-se a presenca de certas substancias naturais que mostraram ter atividade
antimicrobiana. Algumas espécies sao conhecidas por possuir 6leos essenciais com
atividade antimicrobiana (JAY, 2005). O leite de vaca contém varias substancias
antimicrobianas, como lactoferrina, conglutinina e lactoperoxidase. A propria caseina
do leite e alguns &cidos graxos livres tém desempenhado ag&do antimicrobiana sob
determinadas situacoes.

A cobertura natural de alguns alimentos constitui excelente barreira fisica

contra a entrada de microrganismos e posterior dano causado pela acao deteriorante
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destes seres, como 0s tegumentos das sementes e as cascas das frutas, das nozes e
dos ovos, entre outros.

Dentre os inimeros parametros extrinsecos que favorecem a multiplicacéo
ou crescimento de microrganismos, a temperatura ocupa lugar de destaque. O
conhecimento do fator temperatura € imprescindivel para a avaliagcdo dos riscos que
os alimentos podem oferecer a saude. Os microrganismos podem se desenvolver em
temperaturas que variam de 2 a 70°C, contudo ja se constatou multiplicacdo a
temperaturas extremas como -35°C ou proximos a 100°C. De acordo com suas
exigéncias de temperatura, microrganismos sdo classificados como:psicrofilos,
psicrotréficos, mesdfilos e termofilos (GERMANO; GERMANO, 2008).

Os microrganismos psicrofilos tém uma temperatura 6tima entre 10°C e
15°C, os mesdfilos tém temperatura étima entre 25°C e 40°C e os termofilos tém
temperatura 6tima entre 45°C e 65°C (LANDGRAF; FRANCO, 2005).

A maioria dos microrganismos cresce bem nas temperaturas ideais para
os seres humanos, no entanto, certas bactérias sdo capazes de crescer em
temperaturas extremas, onde a maioria dos organismos eucariéticos ndo sobreviveria.
A maioria dos microrganismos cresce dentro de variacdes limitadas de temperatura,
sendo que a temperatura maxima e minima de crescimento pode-se distanciar
somente em 30°C. Estes microrganismos ndo apresentam um bom crescimento nas
temperaturas extremas considerando sua faixa de crescimento.

O método mais comumente utilizado na preservacdo dos alimentos é a
refrigeracdo. Este método tem como base o fato de a velocidade de reproducdo dos
microrganismos diminuirem em baixas temperaturas. Os microrganismos podem
sobreviver em temperaturas proximas ao congelamento (podem permanecer
dormentes), mas gradualmente eles diminuem seu numero. Algumas espécies
diminuem seu namero de células mais rapidamente que outras (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2000).

A umidade relativa (UR) do meio de armazenamento € importante tanto
sob o ponto de vista de atividade de agua (a,) no interior dos alimentos como do
crescimento de microrganismos sobre sua superficie. Quando a a,, de um alimento é
de 0,6, é importante que ele seja estocado sob condigbes de UR que ndo permitam
gue o alimento absorva umidade do ar e, dessa forma, aumente a a,, de sua superficie

a um ponto tal que possibilite o crescimento microbiano (JAY, 2005).
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A composicao gasosa do ambiente influencia no tipo de microrganismo
gue possa existir em um alimento. Quando ocorre a presenca de oxigénio, 0s
microrganismos que se desenvolvem s&o 0s aerobicos, jA na auséncia de Oxigénio
ocorre o desenvolvimento predominante de microrganismos anaerobicos.

O grau e o numero das modificagdes por microrganismos variam segundo
a composicao dos alimentos e as caracteristicas dos microrganismos atuantes.

O aspecto dos alimentos, que representa a soma dos demais caracteres
organolépticos, se modifica visivelmente por altera¢des de sua forma, de seu volume e
superficie.

A cor de numerosos alimentos € modificada pela presenca de bactérias
pigmentadas, de mofos de diferentes matizes e por alteracbes principalmente
putrefativas que atingem a parte externa ou o interior dos produtos.

As qualidades flavorizantes atingidas por bactérias, leveduras e fungos se
anulam tdo intensamente que o alimento se torna impréprio para 0 consumo.

De acordo com o germe deteriorante e a intensidade de seu crescimento a
consisténcia e a textura do alimento alterado muitas vezes ficam profundamente
prejudicadas (EVANGELISTA, 2005).

3.4. CONTAMINACAO EM ALIMENTOS

As doencas microbianas do sistema digestério perdem somente para as
doencas respiratorias como causas de doencas no EUA. A maioria destas doencas
resulta da ingestdo de alimentos ou agua contaminados com microrganismos
patdgenos ou suas toxinas. Estes patdgenos geralmente penetram no aumento ou
suprimento de agua apds ser disseminados nas fezes de pessoas ou animais
infectados com eles. Assim, as doencas microbianas do sistema digestério séo
tipicamente transmitidas por um ciclo fecal-oral (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

Microbios transientes ou residentes entram e saem continuamente do
trato gastrintestinal. A maioria dos microrganismos ingeridos com os alimentos €&
destruida no estdbmago e duodeno pelo baixo pH, e seu crescimento € inibido no
intestino delgado pela microbiota residente. Eles sdo entdo eliminados do célon
durante a defecagdo juntamente com um grande numero de micrébios endégenos
(BURTON; ENGELKIRK, 1998).
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O ciclo é apenas interrompido por praticas de saneamento efetivos e
responsaveis no manuseio do alimento e por métodos modernos de tratamento de
efluentes e desinfeccédo da agua potavel (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

Alimentos contaminados sdo um excelente meio para o crescimento de
patdégenos. Muito frequentemente, a falta de cuidado — tal como a néo obediéncia as
precaucdes quando se trabalha com material fecal, a presenca de moscas e outros
insetos, a poeira, a sujeira e 0s animais domésticos, assim como a falta de lavagem
das maos - é responsavel por esta forma de contaminagdo (BURTON; ENGELKIRK,
1998).

Apesar do alto nivel de seguranca dos produtos alimenticios fornecidos
para consumo, 0S perigos e riscos microbiolégicos continuam existindo, resultando
em ndameros expressivos nas estatisticas de incidéncia de enfermidades
transmitidas por alimentos.

Todos os alimentos destinados ao consumo humano, dos vegetais as
mais refinadas iguarias de origem animal como o caviar e 0s queijos, raramente sao
obtidos em estado estéril ou descontaminado.

As doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) sé&o, indistintamente,
referidas como envenenamentos alimentares, sejam causadas por agentes
biolégicos ou quimicos (GERMANO; GERMANO 2008).

Segundo SILVA JR. (1995), se admite quatro divisbes para doencas

transmitidas por alimento:

e Toxinose

Quadro clinico consequente a ingestdo de toxinas bacterianas pré-
formadas nos alimentos, decorrente da multiplicacdo de bactérias toxinogénicas
nos alimentos, como o Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum e Bacillus
cereus emetico;
e Infeccdao

Quadro clinico decorrente da ingestdo de microrganismos patogénicos
gue se multiplicam no trato gastrintestinal, produzindo toxinas ou agressédo ao
epitélio, como a Salmonella sp., Escherichia coli patogénica, Vibrios patogénicos,

etc;
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e Toxinfeccao

Quadro clinico decorrente da ingestdo de quantidades aumentadas de
bactérias na forma vegetativa que liberdo toxinas no trato gastrintestinal ao
esporular, porém sem colonizar, como o Clostridium perfringens e Bacillus cereus
Cléssico;

e Intoxicacdo Quimica

Quadro clinico decorrente da ingestdo de substancias quimicas nos
alimentos, como agrotoxicos, pesticidas, raticidas, metais pesados, micotoxinas
(toxinas de fungos), toxinas de algas, aminas biogénicas, aminas vasopressoras
alergénicas (produzidas por microrganismos psicrotroficos), etc.

A transmissao é feita pelo proprio homem direta ou indiretamente, se
estiver doente ou se for portador sdo. Nesta cadeia epidemioldgica, o alimento é
um carreador de contaminacdo, que por sua vez pode receber uma
contaminacédo diretamente das vias de eliminacdo do homem e dos animais;
pode receber também os microrganismos patogénicos do homem indiretamente
através dos artropodes ou vetores, que possam levar a contaminagdo do lixo ou
do ambiente contaminado; ou ainda, os alimentos podem receber uma
contaminacdo presente no solo (terra), agua e ar, sem a presenca do ser
humano (SILVA JR. 1995).

Os queijos, assim como 0s outros alimentos, segundo SILVA JR. (1995),
devem estar isentos de matérias estranhas como pedacos de vidro, madeira,

prego, parafuso, fragmentos de insetos, terra, fungos, areia, etc.

3.5. POSSIVEIS MICRORGANISMOS PRESENTES EM QUEIJOS

A resolucdo RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001),
recomenda que 0S microrganismos a serem pesquisados em queijos de manteiga
sejam os microrganismos Coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase positiva,

Listeria monocytogenes e Salmonella sp.
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3.5.1. Microrganismos Indicadores

O termo microrganismo indicador pode ser aplicado a qualquer grupo
toxondmico, fisioldégico ou ecoldgico de microrganismos, cuja presenca ou auséncia
proporciona uma evidéncia indireta referente a uma caracteristica particular do
histérico da amostra (FORSYTHE, 2005). S&o grupos ou espécies de
microrganismos que, quando presentes em um alimento, podem fornecer
informacdes sobre a ocorréncia de contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel
presenca de patdégenos ou sobre a deterioracdo potencial do alimento, além de
poderem indicar condigbes sanitarias inadequadas durante o processamento,
producao ou armazenamento (LANDGRAF; FRANCO, 2005).

Normalmente, € associado a microrganismos de origem intestinal, porém
outros grupos podem ser usados como indicadores em determinadas situacdes
(FORSYTHE, 2005).

3.5.1.1. Coliformes a 45°C

Os coliformes sao bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados, que
fermentam a lactose dentro de 48 horas e produzem colbnias escuras com brilho
metélico em &gar tipo Endo. De forma geral, os coliformes sdo representados por
guatro géneros da familia enterobacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia
e Klebsiella (JAY, 2005).

Visto que a Escherichia coli € melhor indicador de contaminagédo fecal que
0S outros géneros e espécies citados, € desejavel a determinacéo de sua incidéncia
em uma populacéo de coliformes (JAY, 2005).

Coliformes fecais produzem acidos e gas em caldo EC em temperaturas
entre 44°C e 46°C, usualmente a 44,5°C ou 45,5°C. (GERMANO; GERMANO,
2008). Assim como muitas outras bactérias gram-negativas ndo patogénicas, 0s
coliformes crescem bem em uma ampla variedade de meios e em muitos alimentos
(JAY, 2005). Eles foram descritos crescendo em temperaturas tao baixas quanto -
2°C e tdo altas quanto 50°C. Em alimentos, o crescimento é pobre ou muito lento a
5°C, embora varios pesquisadores tenham demonstrado o crescimento de
coliformes em temperaturas de 3°C a 6°C. Crescem bem em agar nutriente e
produzem colbnias visiveis dentro de 12 a 16 horas a 37°C (JAY, 2005). O pH
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proximo do neutro propicia condi¢des Gtimas para o desenvolvimento da E. coli, a
temperatura 6tima de 37°C ( 8 a 44-45°C), embora possa sobreviver até 9 meses a -
20°C, em carne moida, e resistir até 68°C; o pH o6timo de 7,5, apesar de apresentar
grande toleréncia a variacbes (GERMANO; GERMANO,2008).

Ao contrario de muitas outras bactérias, os coliformes tém a capacidade
de fermentar a lactose com producdo de gas, sendo esta Unica caracteristica
suficiente para determinacdo presuntiva. Em geral a facilidade com que os
coliformes podem ser cultivados e diferenciados torna-os praticamente indicadores
ideais, exceto pela dificuldade de identificacdo de linhagens atipicas (JAY, 2005).

O mecanismo de contaminagdo € por via oral, principalmente através da
agua e alimentos, conservados em precéarias condi¢cdes higiénicas, capazes de
permitir seu contato com material de origem fecal.

Individuos infectados também sédo fontes de contaminacao, localizadas em
suas maos e indumentéria (EVANGELISTA, 2005).

A infeccdo tem periodo médio de incubacéo de 36 horas (17 a 72 horas) e
caracterizam-se por diarréia aquosa com grande quantidade de muco, nauseas,
dores abdominais, vomitos, cefaléia, febre e arrepios. Ndo é comum a ocorréncia de
diarréia com sangue.

A prevencado e o controle passam obrigatoriamente pela higiene do abate
e da ordenha; pela conservacdo das matérias-primas abaixo dos 7°C; pela
pasteurizacdo dos produtos lacteos e sucos de frutas; pela ado¢éo das boas praticas
de fabricacdo e pela analise de perigos e pontos criticos de controle nas industrias;
pelos cuidados na manipulacdo de alimentos de origem animal cru; pela higiene de
instalacbes e equipamentos nas cozinhas; pelo tratamento térmico dos alimentos
carneos e pelo resfriamento rapido dos alimentos processados abaixo de 7°C
(GERMANO; GERMANO, 2008).

3.5.2. MICRORGANISMOS PATOGENICOS

Os microrganismos  patogénicos estdo presentes no solo e,
consequentemente, nas colheitas, no gado, nas aves e nos peixes. Portanto, é
inevitavel que produtos crus utilizados como ingredientes carreguem contaminagao
patogénica (FORSYTHE, 2005).
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3.5.2.1. Salmonella sp

As salmonelas sdo bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos,
anaerobios facultativos, catalase positivos, oxidase negativos, redutores de nitratos
a nitritos e, geralmente, moéveis com flagelos peritrinquios, com excecdo da
S.gallinarum e da S. pullorum, pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Ndo sao
organismos exigentes, podendo multiplicar-se em diversas condicdes ambientais
externas aos seres vivos. Desenvolvem-se facilmente em alimentos, assim como em
aguas contaminadas com restos de alimentos ou fezes (SILVA JR, 1995). Agente
muito comum de intoxicacdo alimentar, especialmente causada pela ingestdo de
aves domésticas contaminadas (BURTON; ENGELKIRK, 1998). Multiplicam-se em
temperaturas entre 7 a 49,5°C, sendo 37°C a temperatura Otima para
desenvolvimento. Em 4 horas, o alimento contaminado transforma-se em alimento
infectante.

A atividade de agua afeta diretamente o desenvolvimento da bactéria.
Embora o limite minimo seja de 0,94, as salmonelas podem sobreviver por até mais
de um ano em alimentos com baixa atividade de agua.

O pH minimo para desenvolvimento é de 3,8, abaixo ou acima deste valor
ha diminuicdo da atividade de multiplicacdo do agente (GERMANO;
GERMANO,2008).

O periodo de incubagéo é de 8 a 22 horas (SILVA JR, 1995).

A contaminagcdo de salmonelas por via digestiva pode ocorrer antes,
durante e depois do preparo de alimentos; apds a ingestdo destes, as salmonelas
chegam por via linfatica aos 6rgaos, onde se multiplicam.

Dos alimentos, 0 ovo, 0 leite e a carne sdo 0s mais sujeitos a contaminagao
(EVANGELISTA, 2005).

A manifestagéo clinica aguda é traduzida por colicas abdominais, nauseas,
vomitos, diarréia, calafrios, febre e cefaléia. O quadro clinico pode persistir por 1 a 2
dias, e a recuperacdo ocorre, na maior parte dos casos, apos 3 dias do inicio da
infeccao.

O controle e prevencao é feito com tratamento dos efluentes e dejetos de
origem animal, higiene do abate, pasteurizacao do leite, manipulacdo adequada de

alimentos,conservacao e coccao em temperaturas corretas, tratamento dos animais
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enfermos, e prescrigcdo cuidadosa de antibiéticos nos casos humanos (e animais) a
fim de diminuir a ocorréncia de cepas resistentes (GERMANO; GERMANO,2008).

3.5.2.2. Staphylococcus coagulase positiva

O Staphylococcus € um coco Gram-positivo que, a0 exame microscopico,
pode aparecer aos pares, em cadeias curtas ou agrupado em cachos, semelhantes
aos de uva (GERMANO; GERMANO,2008).

Vinculado a familia dos Microcococaceae, 0 género Staphylococcus tem o0s
Staphylococcus aureus e albus suas mais importantes espécies.

Segundo caracteristicas de suas espécies, os estafilococos podem exercer,
no ser humano, atividades patogénicas ou nao.

Dentro de suas atividades patogénicas os Staphylococcus tém acao
piogénicas ou toxica como no caso de intoxicacao alimentar (EVANGELISTA, 2005).

Produz enterotoxina termo-estavel no alimento (SILVA JR, 1995), entre 10 e
48°C, contudo a faixa de 40 a 45°C é considerada otima para a sua producado. O pH
situa-se entre 4 e 10 (GERMANO; GERMANO,2008). Pode multiplicar-se em
atividade de éagua baixa (0,83), tendo caracteristicas de halofilia e osmofilia
(reproducdo em concentracdes aumentadas de sal ou acguUcar). Multiplica-se entre
7°C e 48°C (SILVA JR, 1995).

Um fato importante é a toler&ncia do S. aureus ao sal e a atividade de agua
reduzida, multiplicando-se com facilidade nos meios que contem entre 5 e 75% de
cloreto de saédio.

O periodo de incubacdo meédio € de 2 a 4 horas (30 minutos a 8 horas).

A contaminacgdo de alimentos por estafilococos se verifica através do contato
com individuos ou de animais portadores destes germes.

O nariz, as maos, o rosto e os focos infectados localizados no corpo séo
fontes ativas de estafilococos, transferidas aos alimentos, principalmente quando se
trata de manipuladores de produtos alimenticios.

Nos locais de preparo e consumo de refeicdes, a partir do ar e da poeira, 0s
estafilococos podem se depositar em objetos e indumentéarios de servicais, atingindo

através destes os alimentos.
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Vérios alimentos, quando ndo sujeitos a processos de conservagdo ou
submetidos a tratamentos térmicos insuficientes, se tornam veiculos de
estafilococos.

O leite ndo pasteurizado, queijos e natas (mastite de vacas), carnes moidas
inadequadamente mantidas durante longo tempo sem tratamento de frio, séo
exemplos de alimentos onde facilmente crescem estafilococos produtos de
enterotoxinas.

A enterotoxina estafilococica ndo € destruida na pasteurizacdo do leite
(EVANGELISTA, 2005).

Os sintomas mais frequentes sdo nauseas, vomitos, ansia de vomitos, colicas
abdominais e diarréia. Em geral ndo ha febre. Nos casos mais graves, pode-se
observar cefaléia e prostracdo. A recuperacao da maior parte dos casos ocorre em
24 a 48 horas. Inspira maiores cuidados em lactentes, idosos e enfermos
(GERMANO; GERMANO, 2008). Os casos fatais causados pelo Staphylococcus
aureus sdo bastante raros. Os Obitos incidem mais facilmente sobre enfermos
portadores de enfermidades cardiovasculares, em pacientes em tratamento médico
deficiente e em individuos com idades extremas (criancas e velhos)
(EVANGELISTA, 2005).

Esta bactéria também é a causa comum de infec¢cbes hospitalares. Algumas
de suas variedades produzem uma toxina que causa a sindrome do choque toxico,
ja outras causam o0 envenenamento alimentar. Algumas destas bactérias sao
resistentes a multiplas drogas (BURTON; ENGELKIRK, 2000).

O treinamento de manipuladores é um dos procedimentos de maior relevancia
para a prevencdo da contaminacdo de alimentos durante as diferentes fases de
preparo. Em relacdo a conservacdo dos alimentos, € extremamente importante a
faixa de temperatura, compreendida entre 7 e 60°C, que deve ser evitada, a fim de
impedir a multiplicagdo e a consequente producdo de enterotoxina (GERMANO;
GERMANO,2008).
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4 . METODOLOGIA
4.1. Tipo de pesquisa

Caracterizada como uma pesquisa descritiva laboratorial, visto que se

tem a verificacdo da qualidade microbiolégica do queijo de manteiga.
4.2. Material

O material utilizado constou de queijo de manteiga comercializado em
supermercados e padarias, além de meios de cultura, vidrarias e equipamentos

disponiveis no laboratério de Microbiologia de Alimentos da FARN.
4.2.1. Amostragem

Foram analisadas 20 amostras de queijo de manteiga, sendo 10
comercializadas em supermercados e 10 em padarias localizados em uma éarea
administrativa da cidade de Natal-RN. As amostras foram adquiridas na qualidade

de consumidor.

[ SUPERMERCADOS ] [ PADARIAS ]

\ 4
AQUISICAO DAS
AMOSTRAS

\ 4
BOLSA TERMICA

COM GELO

\ 4
ANALISES

MICROBIOLOGICAS

A

DETERMINAGAO DE CONTAGEM DE PESQUISA DE

COLIFORMES A 45°C STAPHYLOCOCCUS SALMONELLA
COAGULASE

Figura 1: Fluxograma da coleta das amostras para as analises microbioldgicas do queijo de
manteiga. Fonte: préprio autor, 2009.
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4.3. Métodos
4.3.1. Preparagao da Amostra

As amostras foram preparadas de acordo com as normas do
International Comission on Microbiological Specification (ICMSF, 1978). Cada
amostra, que pesava aproximadamente 100 gramas, foi triturada assepticamente.
Ap6s homogeneizacao, foram pesadas duas por¢cdes de 25g cada. Destas, uma foi
utilizada para a pesquisa de Salmonella e a outra, para as demais contagens. Esta
ultima porcéo foi colocada em um Erlenmeyer estéril com 225mL de agua fosfatada
tamponada a 0,1% e homogeneizada por 2 minutos, obtendo-se a dilui¢ao inicial 10
! Partindo-se desta diluicdo, foram feitas mais duas diluicées decimais (10Z e 107)

utilizando o mesmo diluente.

4.3.2. Analises Realizadas
4.3.2.1. Determinacéo de coliformes a 45°C (ICMSF, 1978)
» Prova presuntiva

De cada diluicdo decimal da amostra, foram tomadas trés porcdes de
1,0 mL e transferidas para tubos contendo 10 mL de Caldo Lauril com tubos de
Durham invertidos. Apos completa homogeneizacao, colocou-se os tubos na estufa
a 35°C por 24 a 48 horas. Passado esse tempo, realizou-se a leitura. Os tubos que
apresentaram turvacdo com producdo de gas (positivos) foram submetidos a prova

confirmatoria.
» Prova confirmatoria

A partir dos tubos positivos da prova presuntiva, foi semeada uma
aliquota de cada cultura, com uma alca de platina, para tubos contendo 10 mL de
Caldo E.C. com tubos de Durham invertidos e incubados em banho-maria a 45°C por
24 horas. Os tubos com turvacao e producédo de géas, apos a incubacao foram tidos
como positivos. Para cada diluicdo era anotado o numero de porcdes positivas e,
através da tabela de Hoskins (APHA, 1975), era determinado o NMP de coliformes

fecais por grama de queijo analisado.

O fluxograma das amostras de coliformes a 45°C pode ser visto na figura 2.
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) J DILUICOES DECIMAIS
QUEIJO DE MANTEIGA J gt

CALDO LAURIL — SULFATO - TRIPTOSE 35°C,
INCUBACAO 24 — 48H

\ 4

PRODUGCAO DE GAS : TESTE PROVA CONFIRMATORIA : 2
POSITIVO PARA PROVA PRESUNTIVA alcadas de cultura para o caldo
E.C,
encubado a 45°C em B.M durante
24 h.
PRODUCAO DE GAS : SEM PRODUCAO DE
PRESENCA DE GAS : AUSENCIA DE
BACTERIAS DO BACTERIAS DO
GRUPO COLIFORMES GRUPO COLIFORMES

AUSENCIA DE GAS: TESTE NEGATIVO PARA
BACTERIAS DO GRUPO COLIFORMES

Figura 2 — Fluxograma da determinacdo do NMP de coliformes a 45°C em queijo de
manteiga.
Fonte: proprio autor, 2009

4.3.2.2. Contagem de Staphylococcus coagulase positiva (ICMSF, 1978)

> Semeadura inicial

Inicialmente, foi semeado, em placas com Agar Baird-Parker,

0,1 mL de cada diluicho da amostra, na superficie do meio, que foram
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espalhados com um Drigalsk estéril. Logo apéds, as placas foram levadas a

estufa e incubadas a 35°C por 24 a 48 horas.
» Contagem e isolamento de colbnias tipicas

ApoOs o periodo de incubacao, foram realizadas as contagens
das colb6nias tipicas de Staphylococcus aureus, caracterizadas pela cor negra
brilhante, com zona de precipitacdo branca rodeada por um halo claro
transparente (BAIRD-PARKER, 1962). Ap6s a contagem foram isoladas e
semeadas no Caldo Infusdo de Cérebro e Coracéo (BHI), e levadas para a estufa
a 35°C por 24 horas.

» ldentificacdo das cepas isoladas

Para a identificacdo das cepas foi realizada a Prova da
coagulase (ICMSF’, 1978).

e Prova da coagulase

Foram realizadas semeaduras de 0,3 mL da cultura suspeita de
Staphylococcus coagulase positiva do caldo BHI, em 0,5 mL de plasma humano.
Apés a incubacédo a 35°C por 24 horas foi feita a leitura. A prova positiva para a
producdo de coagulase era considerada com a parcial ou total coagulacdo do
plasma.

" ICMSF modificado.
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25 g de Queijo de W ( Dilui¢cbes decimais
manteiga J ’L

A

0,1 ml de cada diluicdo semeado em placas de Agar Baird-
Parker, incubadas a 35°C por 24 — 48h.

A 4

KContagem das colc“)nias\
tipicas e isoladas,
semeadas no Caldo
Infusdo de Cérebro e
Coracao (BHI),
incubadas a 35°C por 24

K A0h J

Identificacdo das cepas:
prova da coagulase.

A 4 A 4

Coagulacdo total ou N&o coagulacéo do
parcial do plasma: prova plasma: prova negativa
positiva para o grupo de para o grupo de bactérias
bactérias de de Staphylococcus.

Staphylococcus.

Figura 3: Fluxograma da contagem de Staphylococcus coagulase positiva em queijo de
manteiga.

Fonte: proprio autor, 2009.

4.3.2.3. Pesquisa da Salmonella sp. (ICMSF, 1978)

» Pré-enriguecimento
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Na etapa do pré-enriquecimento, o meio utilizado possibilita o
reparo das injurias sofridas pelas células, sendo, portanto, de extrema importancia

para o isolamento.

Foram pesados 25g da amostra e transferidos para Erlenmeyer estéril
contendo 225 mL de caldo Lactosado e incubados por 24 horas a 35°C.

» Enriquecimento seletivo
Nesta etapa, 1 mL de caldo lactosado de cada amostra foi
inoculado assepticamente em um tubo contendo 10 mL de caldo Selenito - Cistina e
mais 1 mL em um tubo com 10 mL de caldo Tetrationato. Logo apés, os tubos foram
incubados a 43 °C por 24 horas.

> Isolamento

Com uma alca de niguel-cromo, foram semeados os caldos de
enriquecimento seletivo, em placas de Agar-Verde Brilhante (VB) e Agar-Bismuto
Sulfito (BS), em seguida foram incubadas a 35°C por 24 horas. As colonias
suspeitas, no VB que se apresentaram com colorac&o rosa ou avermelhadas e no
BS que se mostraram incolores, com centro negro ou ndo, eram submetidas aos

testes bioquimicos.
» Triagem

Apo6s o isolamento, foram transferidas trés coldnias tipicas de cada
placa de VB e BS para tubos contendo agar inclinado Triplice Agucar - Ferro (TSI) e
Lisina - Ferro (LIA). As cepas a serem identificadas foram inoculadas na base por
picada profunda e na superficie inclinada do agar TSI e LIA, e incubadas a 35°C por
24 horas.

A prova foi considerada positiva para Salmonella quando no TSI nos
mostrasse o0 apice alcalino (vermelho) e a base &cida (amarela), com ou sem

producédo de H,S e no LIA, tanto o 4pice como a base alcalina (purpura).
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» Provas de identificacao

As cepas que se revelaram positivas no TSl e LIA, foram submetidas
a alguns testes bioguimicos recomendados pelo FDA (1984), tais como: a prova de
hidrélise da uréia, a degradacdo do malonato, o teste do vermelho de metila (VM) e
Voges-Proskauer (VP) e o teste do citrato.

e Prova de hidrélise da uréia

De culturas de 24 horas a 35°C em agar simples inclinado,
provenientes do TSI e LIA, as cepas foram semeadas em tubos contendo 3 mL de
caldo Uréia, seguido de incubacdo a 35°C por 24 horas. A mudanca de coloracao
do meio indica reagao positiva.

e Prova da degradagéo do malonato

Cada cepa mantida em agar simples inclinado por 24 horas, foi
inoculada em tubo contendo 2 mL de Caldo Malonato - Fenilalanina. Apés
incubacado a 35°C por 24 horas, foi feita a interpretacédo das provas, verificadas pela
mudanca de cor. A prova positiva para a degradacdo do malonato foi caracterizada
pela alcalinizacdo do meio, evidenciada pelo aparecimento de coloracdo azul. A

maioria das cepas de salmonelas sdo malonato negativas.

e Teste do vermelho de metila (VM) e Voges-Proskauer (VP)
Essa prova foi desenvolvida conforme a metodologia descrita

anteriormente. A maioria das cepas de salmonela sédo VM positivas e VP negativas.

e Teste do citrato
O teste do citrato foi realizado de acordo com o método descrito

anteriormente. Sendo que a maioria das cepas de salmonelas séo citrato positivas.
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25g de Queijo de Transferéncia para Erlenmeyer
manteiga contendo 225 mL de caldo lactosado, o
qgual seraincubado a 35° C por 24h.

Semeacgéo de 1 mL de caldo lactosado em 10 mL de caldo Selenito
Cistina e mais 1 mL em 10 mL de caldo Tetrationato.

Incubados dos tubos a 35°
C por 24h.

Serdo semeadas placas com agar Verde Brilhante e agar Salmonella-
Shigella e incubados a 35° C por 24h.

|

Dessas placas, serao isoladas Identificacdo bioquimica
colénias que serdo semeadas em (prova de hidrdlise da
agar TSl e agar LIA a 35° C por 24h. uréia, degradacéao do

malonato, teste do
vermelho de metila (VM) e
Voges-Proskauer (VP) e
teste do citrato).

Figura 4 - Fluxograma de Contagem de Salmonella sp. em queijos de manteiga.

Fonte: proprio autor, 2009.
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4.4, Padrdo Microbiolégico de Comparagéao

Devido a inexisténcia de valores de referéncia dos padrdes microbiolégicos
para queijo de manteiga, os dados obtidos nas andlises deste presente trabalho
foram comparados, considerando a similaridade da natureza e do processamento do
produto, com os padrées microbiolégicos do grupo queijo, quartirolo, cremoso,
criollo, mussarela (mozzarella, muzzarella) e similares: 46%, da resolucdo RDC n°
12, de 02 de janeiro de 2001, a qual preconiza um NMP de 5 x 10° para Coliformes a
45°C (termotolerantes), 10° para Staphylococcus coagulase positiva e auséncia de
Salmonella sp.
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5. Resultados e discussao

A Tabela 1 exibe os resultados obtidos nas analises do nimero mais provavel

(NMP) de coliformes a 45°C para cada 25g de queijos de manteiga.

Tabela 1: Contagem do niamero mais provavel de coliformes a 45°C das amostras
de queijo de manteiga.

AMOSTRAS INDICE DE NMP/25g DENTRO DO LIMITE > 2400
Amostra 1 -
Supermercado 21 ABAIXO
Amostra 2 — Padaria 21 ABAIXO
Amostra 3 —
Supermercado 1100 ABAIXO
Amostra 4 - Padaria > 2400 ACIMA
Amostra 5 -
Supermercado > 2400 ACIMA
Amostra 6 — Padaria <3 ABAIXO
Amostra 7 —
Supermercado <3 ABAIXO
Amostra 8 — Padaria <3 ABAIXO
Amostra 9 —
Supermercado <3 ABAIXO
Amostra 10 — Padaria 75 ABAIXO
Amostra 11 —
Supermercado 23 ABAIXO
Amostra 12 — Padaria 3 ABAIXO
Amostra 13 —
Supermercado <3 ABAIXO
Amostra 14 — Padaria <3 ABAIXO
Amostra 15 —
Supermercado 1100 ABAIXO
Amostra 16 — Padaria 3 ABAIXO
Amostra 17 —
Supermercado <3 ABAIXO
Amostra 18 — Padaria <3 ABAIXO
Amostra 19 —
Supermercado <3 ABAIXO
Amostra 20 - Padaria <3 ABAIXO

Fonte: Dados da pesquisa, 2009.
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J& no gréfico 1 podemos observar que o niumero de amostras contaminadas

sao iguais independentes do local, supermercado ou padaria, em que estdo sendo

comercializadas, o que pode ser justificado com a manipulacéo incorreta ou pela

forma de armazenamento, em temperatura de refrigeracéo inadequada.

upermercado

OPresentes

OAusentes

Gréfico 1 - Classificacdo quanto a presenca de microrganismos do tipo coliformes a 45°C
nas amostras de Queijo de Manteiga Comercializadas em supermercados e padarias de

Natal-RN, 2009.
Fonte: Dados da pesquisa, 2009.

10%

90%

O Ausentes
B Presentes

Grafico 2 — Classificacao quanto a presenca de microrganismos do tipo coliformes a 45°C
nas amostras de Queijo de Manteiga Comercializadas em Natal-RN, 2009.

Fonte: Dados da pesquisa, 2009.
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O gréfico 2 expressa que apenas 10% das amostras analisadas apresentou
um indice de NMP de coliformes a 45°C acima dos padrdes permitidos pela
legislacdo, sendo assim, 90% das amostras encontram-se dentro do padrdes da
legislacao.

Porém segundo Garcia et al. (2009) em pesquisa realizada no municipio de
Currais Novos — RN, os queijos de manteiga analisados, ndo apresentava seguranca
alimentar, pois 100% das amostras continha coliformes totais e termotolerantes. De
acordo com a portaria n° 146 (BRASIL, 1996), os valores maximos de coliformes
totais e termotolerantes, para queijos de média umidade, sdo, respectivamente, 1,0 x
10° e 5,0 x 10 UFC/ml. Podem-se comparar os valores obtidos, que variam de 3,6 a
> 1100 NMP/g, tanto para coliformes totais como para termotolerantes, com desta
legislacdo para constatar a elevada contaminagédo das amostras.

De acordo com outro estudo realizado por Feitosa et al. (2003), em relagdo ao
gueijo de manteiga, 84,6% das amostras também apresentaram coliformes totais,
sendo 15,4% coliformes fecais, apesar de que o numero de coliformes fecais
presentes encontravam dentro do limite estabelecido pela legislagéo.

Em pesquisa realizada, com amostras de queijo Minas frescal, por Santos et
al. (2009), 62,5% das amostras apresentaram valor < 5 x 10> NMP/g de crescimento
para coliformes a 45°C, estando 37,5% das amostras fora dos padrfes vigentes pelo
regulamento técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos, que estabelece
0 méaximo de 5,0 x 10° NMP/g. Estudo semelhante realizado por Santana et
al.(2008), constatou que 93,3% das amostras analisadas nao atenderam a
legislacéo brasileira para queijo coalho.

Ao contrario de Pietrowski et al. (2008) no que se refere aos coliformes a
45°C em queijos do tipo mussarela, as andlises revelaram que 100% das amostras
encontram-se dentro do padr&o, que para este microrganismo é de 5 x 10° UFC/g.

Ja4 em relacdo a investigagdo microbiolégica no presente trabalho, ndo foi
constatado a presenca de Salmonella sp. nas amostras de queijo de manteiga
analisadas, estando de acordo com a resolucdo, como pode ser observado no
grafico 3.

Sendo este resultado compativel a pesquisa realizada com queijo mussarela
por Buzi et al. (2009), onde todas as amostras analisadas foram negativas, estando
em conformidade com a Resolucdo RDC n°12 02/01/01, a qual determina a

auséncia de Salmonella sp. em 259 do produto analisado.
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Ao contrario do resultado encontrado neste trabalho, Feitosa et al.(2003) em
sua pesquisa realizada no estado do Rio Grande do Norte, encontrou como
resultado que 15% (n=11) das amostras apresentavam Salmonella sp.

Segundo Santana et al. (2008) das amostras de queijo coalho que foram
analisadas 26,7% (n=16) foram positivas ao teste de Salmonella sp. J& 6,25% das
amostras de queijo minas analisadas por Santos et al. (2009) encontravam fora dos
padrbes exigidos pela legislacdo. Da mesma forma Pietrowski et al. (2008) em sua
pesquisa constatou que em uma de suas amostras (6,25%) também estava fora do

padrao.

100% O Presentes

OAusentes

B

Presentes Ausentes

Grafico 3 - Classificagdo quanto a presenca de microrganismos do tipo Salmonella sp. nas
amostras de Queijo de Manteiga Comercializadas em Natal-RN, 2009.
Fonte: Dados da pesquisa, 2009.

No que se refere a contagem de Staphylococcus coagulase positiva, das
amostras analisadas apenas 3 amostras apresentaram resultado positivo na prova
da coagulase, sendo assim, 15% das amostras estdo improprias para 0 consumo,

como pode ser observado no grafico 4.
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B Ausentes
E Presentes

Gréafico 4 - Classificacdo quanto a presenca de microrganismos do tipo Staphylococcus nas
amostras de Queijo de Manteiga Comercializadas em Natal-RN, 2009.
Fonte: Dados da pesquisa, 2009.

Numa pesquisa realizada no estado do Rio Grande do Norte por Feitosa et al.
(2003) a ocorréncia de Staphylococcus foi observada em 84,7% (n=11) das 13
amostras de queijo de manteiga analisadas, sendo esse valor considerado alto e
acima do limite permitido pela legislacdo. Resultado esse parecido com o do estudo
de Santos et al. (2009), onde das 16 amostras de queijo minas 87,5% das amostras
apresentaram valores acima do permitido pela legislacao, que € de no maximo 5 x
10? UFC/g.

Ja na pesquisa realizada por Pietrowski et al. (2008) das 16 amostras de
gueijo tipo mussarela analisadas, 3 amostras (18,75%) encontraram-se acima do
padrdo estabelecido pela RDC 12/2001, que para este microrganismo é de 10°
UFClg.

Em estudo realizado no municipio de Aracaju — SE, segundo Santana et al.
(2008), 46,7% das amostras de queijo coalho analisadas estavam acima do padrao
estabelecido pela legislagao.

A partir destes resultados é importante lembrar que um alimento seguro, é
aquele produzido sob condi¢des higiénico sanitarias favoraveis, armazenado sobre
temperaturas que mantenham as caracteristicas do alimento intactas, isso traz

muitos beneficios a nossa saude, como o melhor aproveitamento dos nutrientes
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contidos no alimento, e assim conseguimos evitar a contaminacao alimentar, as

chamadas doencas transmitidas por alimentos (DTAS).
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6. Conclusao

e De acordo com as analises das amostras de queijo de manteiga, para a
contagem de NMP/ 25g de Coliformes a 45°C 10% (n=2) das amostras
encontraram-se acima do limite de acordo com a resolugédo RDC n° 12, de 02 de
janeiro de 2001, a qual preconiza um NMP de 5 x 10° para Coliformes a 45°C
(termotolerantes). A presenca de coliformes € um indicativo da manipulacéo
incorreta e da falta de procedimentos de Boas Praticas de Fabricacdo, podendo

ser considerado um indicativo de contaminac¢édo de origem fecal;

e A partir da realizacdo da pesquisa de Salmonella sp. nos queijos de manteiga,
100% das amostras tiveram como resultado da analise a auséncia de
Salmonella sp. Acredita-se que a sua inibicdo de crescimento seja porque essa
bactéria ndo é uma boa competidora, sofrendo injuria com a presenca de
coliformes, principalmente, se a contaminacéo inicial for um namero pequeno de
células;

e Em relagdo a contagem de Staphylococcus coagulase positiva, das 20
amostras analisadas, apenas 15% das amostras (n=3) estavam fora do padréo
da legislacdo. A presenca deste tipo de microrganismo esta diretamente
relacionada a manipulacéo incorreta e excessiva do alimento;

e Portanto conclui-se que o queijo de manteiga analisado € considerado
impréprio para o consumo humano, por apresentar 10% das amostras com
indice de contaminacdo por Coliformes a 45°C, 15% das amostras com
contaminacédo de Staphylococcus coagulase positiva, acima do limite permitido

pela legislacéo;

e Desta forma sugere-se maiores cuidados na manipulagdo, com a utilizagcéo
das Boas Praticas de Fabricacdo, do queijo de manteiga desde o inicio do
processamento pelos fabricantes até a conservacao e distribuicao final do queijo

de manteiga pelos comerciantes.
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