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RESUMO

SANTOS, Alessandra Lima. Comportamento do Staphylococcus aureus em
queijo Minas frescal fabricado com leite cru. 2004. 54p Dissertagdo —
(Mestrado em Ciéncias dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

O Staphylococcus aureus continua sendo uma das principais causas de
intoxicagdes alimentares no mundo todo, abrangendo diversos tipos de alimentos,
dentre eles os produtos licteos. Com o intuito de avaliar o crescimento de
Staphylococcus aureus em queijo minas frescal fabricado com leite cru, cepas desta
bactéria foram inoculados no leite, em diferentes concentragdes, sendo utilizado o
leite inoculado para a fabricagdo do queijo. A produgdo do queijo minas frescal foi
realizada no laboratério de laticinio, tomando-se os devidos cuidados higiénicos
sanitarios. Apés a ordenha e resfriamento do leite, ele foi levado da fazenda ao
laboratério de laticinios em latSes de ago inoxidavel de 25 litros. Apos sua recepgao
no laboratdrio, foi homogeneizado ainda no latdo e retirado amostras para andlises
fisico-quimicas (densidade, gordura, acidez, sélidos totais e pesquisa de enzimas) e
microbiolégicas (quantificagdio de coliformes a 35°C e termotolerantes, contagem de
Staphylococcus spp, Stapylococcus coagulase positiva e pesquisa de Salmonella Sp).
O leite cru antes da inoculagdio apresentou 1x 10" UFC/mL de S. aureus, estando
altamente contaminado. Também foi encontrado um elevado NMP de coliformes a
35°C e 45°C/ mL de leite maior que 2,3 x 10'°. O leite foi aquecido a 37°C e nele
inoculado S. aureus ATCC 25923. Em trés tanques foram inoculados o
microrganismo nas concentragdes 1,3 x 10° UFC/mL, 2,6 x 10° UFC/mL, 3,9 x 10°
UFC/mL, sendo que, no quarto tanque ndo houve inoculagho. A partir de cada
tanque foram obtidos dois queijos, mas apenas um deles foi submetido a salga seca.
Apés a desenformagem dos queijos eles foram acondicionados em embalagens de
PVC esterilizadas com 4lcool 70% e em U.V. por 30 minutos, estocados a 7°C por
sete dias. Durante este periodo, os queijos com salga (independente da aliquota)
apresentaram maior contagem de S. aureus quando comparados com os queijos sem
salga. Esse fato deve-se a tolerdncia do S. qureus ao sal e & a, reduzida, pois o
microrganismo multiplica-se com facilidade nos meios que contém de 5-25% de
cloreto de sédio, competindo melhor com outros microrganismos. Os resultados do
controle microbiolégico apresentaram elevada contagem de S. aureus, tanto do leite,
quanto do soro e da massa do queijo minas frescal sem inoculagdo, refletindo a
baixa qualidade do leite utilizado neste estudo. As contagens de coliformes nos
queijos 2 30°C e a 45°C foram elevadas, indicando a possibilidade de presenca de
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outros patégenos entéricos ¢ o grande perigo que os queijos fabricados com leite cru
podem representar para a populagdio. Com relagdo as caracteristicas dos produtos
ndo houve alteragdo nos padrdes fisico-quimicos.



ABSTRACT

Santos, Alessandra Lima. Behaviour of Staphylococcus aureus in Minas Jrescal cheese
manufactarated with raw milk. 2004, 54p  (Dissertation-Mastership in Food
Engineering) —Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais.

Staphylococcus aureus is one of the main cause of food poisoning worldwide,
involving several types of food, including dairy products. With the purpose to evaluate
the behavior of Staphylococcus aureus in Minas cheese, raw milk was inoculated with a
specific strain of this bacteria and cheeses were manufactured with this milk. Minas
Jrescal cheeses production was carried out in a dairy plant, where all the hygienical and
sanitary conditions were observed. After milking and cooling, milk was taken from the
farm to the dairy plant in a 25L stainless steel cans. Subsequently, milk was stirred and
samples were taken for physical and chemical (density, fat content, acidity, total solids
and enzyme activity) and microbiologycal analysis (coliform at 35°C and
thermotolerant, Staphylococcus spp counting, Staphylococcus positive coagulase and
search for Salmonella sp). Raw milk, before inoculated presented 1 x 10'* CUF/mL of
Staphylococcus aureus, being also highly contaminated. It was also found a high MPN
of coliform at 35°C and at 45°C/mL higher than 2,3 x 10'° . After analysis, milk was
divided into four tanks and heated to 37°C, than, each tank was inoculated with
Staphylococcus aureus ATCC 25923, in the concentrations of: 1,3 x 10° CUF/mL, 2,6 x
10° CUF/mL, 3,9 x 10° CUF/mL, being the fourth tank not inoculated. Two cheeses
were obtained in each vat, being one dry salted and the other remained unsalted.. After
removing from hoop cheeses were conditioned in sterilized PVC packagings previously
sterilized with 70% alcohol and U.V. light for 30 minutes. After packaging cheeses were
stored at 7°C for seven days. During this period, salted cheeses (independente of the
incolulation number) presented a large number of Staphylococcus aureus when
compared to non-salted cheeses. This is related to the Staphylococcus aureus tolerance
to salt and to the reduction of aw, since the microorganism easily multiplies in medium
containing 5 to 25% of sodium cloride, therefore competing efficiently compared to
other types of micoorganisms. The results of the microbiologycal analysis presented
high rates of Staphylococcus aureus in both milk and whey as well as in the final
product mass of the treatment without inoculation, reflecting the poor quanlity of milk
used in this study. The coliform counting of the cheese at 30°C and at 45°C was high,
indicating a possible presence of others enteric patogens, and the high risks that cheese
elaborated with raw milk can bring to the consumer. As far as physico-chemical
properties are concerned it was not observed any differences among treatment.

Comité Orientador: *Comité de Orientagdo: Profa Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA
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1 INTRODUCAO

A fabricagio industrial do queijo no Brasil iniciou-se no século Xvil
em Minas Gerais, onde predominavam criagdes de gado de leite. Assim, o
queijo minas alimentava os exploradores de ouro mas serras mineiras. Esse
queijo apresenta grau de semelhanga com o queijo branco fabricado em alguns
outros paises na América Latina. E um dos produtos licteos mais difundidos no
Brasil, tanto no 4mbito de produgdo industrial quanto artesanal, o que deve-se,
principalmente, 4 simplicidade da tecnologia empregada em sua fabricagdo € &
versatilidade de utilizagdo.

O consumo de leite e derivados lacteos ¢ expressivo no Brasil, sendo o
de queijo de 2,3 quilogramas per capita ao ano.

O estado de Minas Gerais ¢ o maior produtor de queijo no Brasil, com
cerca de 215 mil toneladas por ano, correspondendo a 50% da produgdo
nacional (Faria et al., 2002).

Uma das atividades amplamente difundidas no meio rural do pais ¢ a
inddstria caseira de queijos artesanais, inclusive como forma de aumentar a
renda familiar. Esse tipo de produto, disponivel para venda em diversos
estabelecimentos comerciais, pode representar risco & saiide piiblica se praticas
de controle sanitario do rebanho leiteiro ¢ de pasteurizagdo da matéria-prima,
dentre outras, nio forem seguidas com o seu devido rigor.

De acordo com o Sindicato das Industrias Laticinistas do Estado de
Minas Gerais (SILEMG), existem 1.253 estabelecimentos do género em Minas
Gerais, gerando cerca de 350 mil empregos diretos e cerca de 2 milhdes
indiretos, com faturamento anual de 5,5 bilhGes de reais e apresentando

crescimento de 10% ao ano.



Dentre as variedades de queijos produzidas no Brasil, o tipo minas
destaca-se pela sua grande produ¢dio e comercializagdo, ¢ o seu consumo
representa 16% em relagdo as outras variedades de queijo.

Em Minas Gerais, a produgdio de queijo Minas a partir de leite cru ¢
uma atividade tradicional em varios municipios, sendo a maior produgdo
concentrada nas regides do Serro, Serra do Salitre ¢ Serra da Canastra, que
respondem por 68% de toda a produ¢o mineira (Martins, 2001). Na sua quase
totalidade, esses queijos sdo fabricados a partir de leite cru, 0 que vem gerando
discussdo entre os técnicos da drea, devido ao fato desse tipo de produgdo ser
potencialmente perigoso ao consumidor e ser proibido pelo MAPA ¢ ANVISA
(RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001). Contudo, a Lei 14.185, de 31 de janeiro
de 2002 (assinada pelo governador do estado de Minas Gerais), permite a
fabricagdo de queijo artesanal a partir de leite cru, somente nas regides do Serro,
da Serra do Salitre e da Serra da Canastra.

Uma das caracteristicas que torna o queijo minas frescal artesanal um
alimento que pode oferecer riscos & saiide humana ¢ o fato de ele ser produzido
com leite que ndo sofre nenhum tipo de tratamento térmico. Entre esses fatores
ha também o local de sua fabricagdo que na grande maioria, apresenta
condigdes higiénicas insatisfatérias. Porém, devido as exigéncias sobre a
qualidade do leite e a sanidade dos rebanhos leiteiros que, estio sendo
implantadas no Brasil, atualmente j& se pode falar em produtos fabricados com
leite cru, principalmente os queijos que passardo por processo de maturagiio por
periodos relativamente longos.

Devido & importincia do Stephylococcus aureus como bactéria
toxigénica e do queijo minas como importante fator sdcio-econémico para o
estado, estudos devem ser conduzidos para contribuir para a produgio
tradicional do queijo e a0 mesmo tempo torna-lo seguro ao consumidor.



Em face do exposto, esse trabalho tem como objetivo avaliar o
comportamento do Staphylococcus aureus inoculado em queijo minas artesanal,

com e sem salga, fabricado com leite cru.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inocuidade alimentar

Os alimentos podem servir como veiculos de agentes patogénicos ao
homem ou como substrato para microrganismos que poderdo elaborar
substancias nocivas, trazendo prejuizos quando ingeridas pelo homem ou
animais (Gongalves, 1998).

Os alimentos possuem papel fundamental na economia de qualquer pais
¢, além disso, destaca-se o restrito relacionamento entre os aﬁmentos ¢ a saide.
Dessa forma, os padries sanitarios devem ser elaborados para que os alimentos
apresentem boa qualidade e seguranga fisica, quimica ou bioldgica. Problemas
biolégicos na seguranga dos alimentos ocorrem principalmente, pela sua
manipulacdo inadequada, que € a principal responsavel pela maioria dos casos
de doengas de origem microbiana transmitidas por eles. Dentre os fatores
classificados como manipulagio inadequada encontram-se a temperatura
incorreta empregada no preparo e conservagdo dos alimentos, a ocorréncia de
contaminagdo cruzada, os problemas na higienizagdo pessoal, dos manipuladores
€ equipamentos, ¢ a presen¢a, na linha de produgdo, de portadores de
organismos patogénicos, dentre outras (Ungar et al., 1992).

Uma vez portadores de agentes bioldgicos nocivos, os manipuladores
podem levar as mdos a boca, aos olhos, ao nariz ou a roupa, contaminando suas
. mios e o alimento (Gongalves, 1998). Além da contaminagio dos alimentos
‘ pelas mios de manipuladores portadores de agentes patogénicos, estes podem
alcangar o alimento via respiraggo, tosse e espirros, dentre outros modos.

No caso particular das toxinfecgdes alimentares, o enfoque ocorre na
contamina¢io bacteriana, uma vez que essa ¢ a maior causa desse tipo de
enfermidade.



Uma seqiiéncia de eventos devem se seguir para doencas de origem
alimentar inicialmente o agente etiolégico deve estar presente no homem, em
alimentos ou no meio ambiente em que esses alimentos estardo presentes.
Assim, se nfo presente inicialmente no alimento, o microrganismo,
principalmente bactérias, deve contamini-lo antes, durante ou apés o
processamento. Essa contaminagdo se da por meio de alimentos crus, pelas mios
dos manipuladores, por superficies e equipamentos mal higienizados ou por
carreamento pelo ar. Uma vez no alimento em niimero suficiente para sobreviver
a0 processamento, causa a doenga; se em  DUMEro insuficiente, os
microrganismos devem se multiplicar até atingir tal mimero ou produzir uma
toxina em quantidade necessaria ocasionando a doenga, quando a quantidade de
alimentos contaminados for suficientemente ingerida. Para que isso ocorra o
alimento deve estar organolepticamente accitavel (Bryan, 1980).

2.2 O queijo Minas no Brasil

O queijo é o produto, fermentado ou nio, obtido pela coagulagdo do
creme, leite integral, padronizado ou desnatado, seguido de dessoragem,
contendo, no minimo, 23 gramas de extrato seco/100 gramas do produto.
Excluem-se desta defini¢io, os queijos frescais, que podem conter um elevado
teor de 4gua (Furtado, 1983), sendo possivel elaborar grande mimero de
variedades de queijos a partir da mesma matéria-prima, alterando apenas a
técnica de elaboragiio e de maturagio (Stobberup, 1985).

O queijo minas compreende duas variedades, representadas pelo minas
“curado” e minas ‘frescal”, cujo volume da fabricagdo sofreu grande reversio de
tendéncia a partir da década de 1980. O queijo minas “frescal”, que até entdo
representava menos de 1/3 do total fabricado, superou a produgdo do queijo
minas “curado”, e é atualmente, o tipo mais produzido dentro desta categoria.



O queijo minas frescal ¢ um produto de massa crua, com alto teor de
4gua (60%) e que ndo sofre maturagdo. Geralmente é consumido nos primeiros
sete dias que se seguem a maturagio. A maturagiio é definida como sendo o
periodo em que os queijos 'sdo deixados em “condi¢Ses especiais” visando dar
oportunidade & ocorréncia de modificagdes bioquimicas, fisicas e
microbiolégicas, a fim de u'ansfonnar’a massa insipida e sem forma definida do
inicio, em um produto rico em aroma e sabor e com textura, consisténcia e
coloragdo proprias (Carvalho & Silva, 1993).

O mais tradicional queijo brasileiro, 0 minas, comegou a ser produzido
no periodo colonial, no estado de Minas Gerais, mais precisamente na regido da
Serra da Canastra (Silva & Castro, 1995). Nas regiGes Sudeste e Sul, ele tem
carater cultural marcante, constituindo-se, inclusive, como produto tipico de
diversas cidades turisticas (Carvalho & Silva, 1993).

2.3 Qualidade do leite

A qualidade microbioldgica do leite tem importéncia para a industria,
onde sofre diversos processos originando os mais variados produtos lacteos
conhecidos € também para o consumidor, ja que o leite pode veicular graves
patogenos alimentares (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157: H1, entre outros). No entanto, é
um alimento extremamente necessirio por ser fonte de energia, proteinas,
vitaminas e minerais.

A qualidade do leite é importante fator que tem sido incluido no
sistema de pagamento em todo o mundo. Desde entdo, a qualidade do leite cru,
que é decisiva na determinagdo da qualidade dos produtos licteos, tem se
tornado fator importantissimo para o estabelecimento de bases para o pagamento
de leite (Vamam & Sutherland, 1994).



O sistema de pagamento pela qualidade, no Brasil, tem mudado nos
ultimos anos, com o objetivo de aumentar o volume, a composi¢do € a produgdo
higiénica sanitaria do leite. Os pardmetros de avaliagdo adotados incluem a
qualidade do leite (contagem total, contagem de psicrotroficos, contagem de
células somaticas e teste de sedimentagdo, dentre outros), condigdo e escala de
produgio (Souza et al,,.1997). A fim de estabelecer o sistema de pagamento
baseado na qualidade do leite, devem ser tomados em conta os seguintes
aspectos: melhorar a qualidade higiénica das fazendas; melhorar a composi¢do
do leite em relagio ao sistema adotado, considerando os interesses sociais,
nacionais ¢ a situagiio do comércio; estimular a produgdo do leite baseada na
administraciio pratica e racional e estabelecer categoria e sistema uniformes, a
fim de regulamentar as condigdes e finalidades da atividade, encorajando
indistrias produtoras ao desenvolvimento plancjamento sdlido e racional com
bases econdmicas (Sakai, 1991).

A qualidade higiénica do leite depende de vé.rids aspectos, tais como
estado sanitirio dos animais, habilidade do ordenhador e higienizagdo de
equipamentos e de todas as superficies que entram em contato com o produto.
As condices sob as quais o leite é produzido, estocado na fazenda e
transportado para a usina de beneficiamento, afetam diretamente sua qualidade
higiénica (Huhn et al., 1980). Apesar da resolugio do MAPA estabelecer
pardmetros fisico-quimicos e microbiologicos para leite cru e pasteurizado
inimeras vezes tém sido levadas ao publico diversas demincias sobre a
qualidade do leite pasteurizado distribuido e destinado ao consumo.

A boa qualidade do leite destinado ao consumo ¢ fator de extrema
importincia uma vez que o leite é considerado uma das principais fontes
nutrientes para a grande. parte da populagdo. Porém, as mesmas excelentes
qualidades que o fazem ser consumido, também o fazem um dos alimentos mais

susceptiveis a sofrer alteragdes microbioldgicas ¢ fisico-quimicas.



A qualidade microbiolégica do leite tem importincia para a indistria,
onde sofre diversos processos, originando os mais variados produtos licteos
conhecidos. ‘

A contaminagdo do leite altera a sua qualidade, podendo agir como um
veiculo de microrganismos patogénicos, promovendo doengas infecciosas ou
intoxicagdes alimentares, colocando em risco a saude do consumidor e podendo
levar 4 condenagdo do leite (Frazier & Wersthoff, 1993; Henriques et al., 1995;
Beloti., 1996).

2.4 Microbiologia do leite cru e derivados lacteos
2.4.1 Qualidade microbioldgica do leite cru
O leite cru, normalmente, apresenta uma microbiota mista proveniente
do ubere, das superficies exteriores do animal, dos equipamentos e recipientes
utilizados na ordenha. De maneira geral, a microbiota do leite depende do
numero de microrganismos que entram em contato com o leite antes da ordenha
ou por meio de contaminagGes subseqilentes € a multiplicagdo microbiana
depende do tempo e da temperatura de estocagem do leite (Burton, 1986).
Por sua riqueza nutricional, o leite é um alimento facilmente
deterioravel; assim, mesmo sendo mantido & temperatura de 7°C a 8°C, alguns
. grupos microbianos podem proliferar, sendo capazes de dobrar sua populacdo
em intervalos de 20 a 30 minutos. Isto aponmta para a necessidade do
monitoramento da qualidade do leite, em toda a sua cadeia produtiva, visando
reduzir os riscos potenciais & saide do consumidor e, até mesmo, a eficacia da
- agroindustria (Faria et al., 2002). A qualidade microbiolégica inicial do leite cru
¢ variavel entre as fazendas leiteiras do mundo inteiro, principalmente se o leite
nio for resfriado logo apdés a ordenha. No entanto, independentemente da
situagdo, trés pontos principais de contaminag8o sdo distinguidos: o interior do
ubere, o exterior dos tetos ¢ os equipamentos de ordenha e estocagem



(Heeschen, 1998). O resfriamento do leite nas primeiras duas horas apds a
ordenha ¢ de fundamental importincia para impedir o crescimento bacteriano,
pois, neste periodo, as substincias inibidoras naturais do leite dificultam o
crescimento de contaminantes, advertiram Moraes et al. (1999). Segundo estes
autores, dentre os pontos criticos que influem na qualidade bacteriologica do
leite cru no Brasil estio a sanitizagio do vasilhame de transporte, o tempo
transcorrido até a entrega, a temperatura do leite ¢ a carga bacteriana inicial.

Por outro lado, Borges & Oliveira (1999) enfatizaram, que num pais de
clima tropical como o Brasil, se o leite cru nfio sofrer refrigeragio adequada
durante todo o tempo até seu consumo, se for transportado em latdes sujos e se
for misturado com outros de qualidade inferior, o processo de pasteuriza¢do nio
fornecera um produto final de boa qualidade, mas apenas o beneficiara.

Leite informal ¢ o leite fluido sem tratamento térmico que normalmente
¢ consumido diretamente nas propriedades ¢ ou vendido aos consumidores.
Hoje, cerca de 22,4% do total do leite consumido encontram-se na informalidade
(TETRA PACK, 2003). Este leite representa risco & saude dos consumidores,
pois nfio apresenta qualquer controle sanitirio, tratamento técnico ¢ nem as
minimas condig3es de higiene.

O leite recém-ordenhado, em condi¢des de assepsia, contém entre 5x10°
a 5x10° UFC/ mL, constituidos de contaminantes procedentes dos condutos
galactoforos, equipamentos de ordenha e manipuladores, de modo que deve ser
resfriado tdo rapidamente quanmto possivel para manter sua qualidade
bacterioldgica (Hayes, 1993).

Do ponto de vista de Vargas et al. (1999), o leite deve apresentar
contagem microbiana total entre 884 a 1.527 UFC/ mL e, no méximo, 5% desta
microbiota devem ser representados por bactérias termoduricas, psicrofilas e
psicrotréficas totais. Porém, em contagens de microrganismos de <10° UFC/ mL
nio se detectam alteragSes significativas no leite. No entanto, o crescimento




Apesar do processo de cura ¢ maturagio reduzir o mimero de
microrganismos, a eliminag¢dio efetiva desses nio ocorre, ressaltando-se que o
produto pode ser contaminado por microrganismos ambientais durante sua
fabricagdo (Flowers et al., 1992).

As alteracGes microbiologicas evidenciadas nos queijos, geralmente, s3o
oriundas das condi¢des de processamento, considerando-se a qualidade do leite,
da 4gua, cultura lactea, adigio de enzima, temperatura de incubagdo e
maturagio, umidade, adicdo de sal e manipulagdo, como os principais
pardmetros determinantes na multiplicagdo de microrganismos deteriorantes e
patogénicos no produto (Richter et al., 1992). Estes autores consideram, ainda, a
baixa atividade de agua e pH como fatores limitantes para o desenvolvimento de
agentes patog€nicos em queijos.

A contaminagdo microbiana de queijos assume destacada relevéncia em
saiide publica ao se considerar que bactérias enterotoxigénicas e patogénicas
como Staphylococcus aureus e Salmonella, sio comumente encontradas em
derivados lacteos. Ainda, o mimero de coliformes termotolerantes fecais acima
do limite permitido pela legislagdo tem sido relatado em vérios estudos, cuja
presenga constitui uma indicagdo de contaminagdo fecal (Peresi et al., 2003).

A maioria dos queijos frescos tipo minas frescal consumidos pela
populagdo brasileira, é proveniente de fazendas onde o acesso ao leite recém-
ordenhado é facil ¢ onde podem também ser fabricado. Esse leite, geralmente,
ndo recebe qualquer tratamento para reduzir sua carga bacteriana. Esta condigio
se agrava se nio houver higiene durante a elaboragdo do queijo e se este for
transportado ou armazenado sem refrigeragdo. A comercializacdo do queijo
minas frescal fabricado artesanalmente tem sido indiscriminada, sendo a
qualidade microbiolégica, em todo o pais, alvo de constante monitoramento por
parte dos 6rgdos de inspegdo. As maiorias dos resultados obtidos demonstra a
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contaminagdo de grande parte das amostras analisadas, confirmando o risco que
o consumo destes queijos representa a saiide da populagdo.

O nimero de notificagdes de toxinfeccdes de origem alimentar vem
aumentando em todo mundo. Este fato é decorrente de fatores tais como
distribuico globalizada, aumento da escala de produggo, aumento do nimero de
pessoas susceptivéis, tais. como idosos (aumento da idade da populagdo mundial)
e imuno-deprimidos, melhoria nos métodos dia'.gnésticos e de investigagdo, etc.
Este quadro internacional confere & seguranga sanitaria de um produto
alimenticio um “status” cada vez maior, principalmente 4 medida que o mercado
consumidor se conscientiza dos riscos que os mesmos podem trazer a saude.

O queijo ¢ um alimento perecivel, por isso deve ser produzido com
matéria-prima de boa qualidade, devendo ser submetido a um eficiente controle
de qualidade no laticinio, ser transportado, armazenado e comercializado
adequadamente para evitar que seja veiculo de doenga para a populagdo (Gurgel
et al., 2000). |

2.5 Legislacdo

A comercializagio de queijos produzidos de leite cru é permitida ¢
regularizada pelo Servio de Inspegio Federal desde 1952, por meio do
Regulamento da Inspegdo Industrial de Produtos de Origem Animal (RIISPOA).
Este regulamento autoriza o comércio de queijo fabricado com leite cru, desde
que submetido a um tempo minimo de sessenta dias de maturagio em
entrepostos, baseando-se na hipétese de que, apés este periodo, a microbiota
patogénica seria totalmente eliminada.

Este periodo de maturagdo de 60 dias € considerado longo pelos
produtores e comerciantes de queijo que alegam alto custo de armazenamento €
perda das caracteristicas sensoriais tradicionais do produto. Logo, o queijo minas
artesanal, usualmente, é vendido com poucos dias de fabricagdo, praticamente
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fresco, sendo possivel, inclusive, visualizar grande quantidade de soro nas
embalagens.

Recentemente, foi promulgada, pelo governo estadual de Minas Gerais,
aLei 14.185, de 31 de janeiro de 2002, que autoriza a produgdo de queijos minas
com leite cru. Essa lei discrimina com detalhes as condigdes que a produgdo
deve satisfazer para que o produto seja considerado seguro para a saude do
consumidor. Além disso, o queijo minas foi, recentemente, tombado pelo
Instituto Estadual do Patrimdnio Historico e Artistico (IEPHA-MG), sendo
considerado desde o seu processo de fabricagdo até o produto final.

Segundo a Lei 14.185, o queijo minas artesanal i:roduzido em area
demarcada deve conter, gravado no produto ou na embalagem, a indicagio de
sua regido de origem. Este deve ser armazenado em condigbes que garantam a
protegdo contra contaminagdo e reduzam ao minimo os danos e deteriorizagGes
(artigo 11 pardgrafo 3°). Devera ser produzido a partir de leite cru, apresentando
resultados compativeis com os exigidos pelo Decreto n® 42.645, de 05 de junho
de 2002.

2.6 Staphylococcus aureus

O primeiro registro dos estafilococos foi feito em 1880, na Escécia, por
Alexander Ogston, quando demonstrou que os cocos apresentavam arranjos de
cachos apés coloragiio e causavam iniimeras doengas patogénicas ao homem.
Tal microrganismo foi denominado de “Staphylococcus”, derivado do grego,
_ em que “staphyle” significa cacho de uvas e “coccus™ gréo de semente (Baird-

Parker, 1990).
As bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia

Micrococcaceae ¢ apresentam-se COmMO C€Ocos gram-positivos, com didmetro
entre 0,5 a 1,5 pum, iméveis, agrupados em massas irregulares ou em cachos de

uva. Sdo aerdbios ou aerdbios facultativos, produtores de catalase e,
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normalmente, beta-hemoliticos. Fermentam a glicose com produgdo de acido,
tanto em aerobiose como em anaerobiose, diferenciando-se, assim, dos
microrganismos de género Micrococcus, que sé fermentam em aerobiose (Kloss
& Schleifer, 1986).

Atualmente, cerca de 33 espécies de Staphylococcus séo reconhecidas,
podendo ser divididas em duas categorias: coagulase positivos € coagulase
negativos. Essa divisdo é baseada na capacidade de coagulacdo do plasma, que é
uma propriedade considerada como importante marcador de patogenicidade dos
estafilococos (Trabulsi et al., 1999).

Diversas dessas espécies estdo implicadas como agentes causadores de
enfermidades no homem e animais. Destes, o Staphylococcus aureus ¢ o maior
causador de toxinose alimentar em humanos; ele produz compostos
extracelulares, como as enterotoxinas estafilocdcicas, coagulases, nucleases ¢
lipases. As enterotoxinas sdo responsaveis pelas toxinoses e podem ter uma
fangio na patogenicidade de algumas outras enfermidades estafilocdcicas
(nauseas, dores abdominais, diarréia e vomito) (Dinges et al., 2000).

Em saide publica, em particular na 4rea de vigilincia sanitiria de
alimentos, o S. aureus & considerado um dos mais freqiientes causadores de
surtos de toxinfecgdo, devido ao importante papel desempenhando pelos
manipuladores, durante as diferentes etapas de processamento dos alimentos,
somando-se aos riscos de contaminagdo das matérias-primas desde a sua origem
¢ as temperaturas inadequadas de conservagdo pos-cocgdo.

O S. aureus é a mais resistente de todas as bactérias patogénicas nio
formadoras de esporos. E um organismo coagulase positivo, catalase-positivo,
oxidase-negativo e aerdbio facultativo. A temperatura de multiplicacdo esta
entre 7°C ¢ 48°C, sendo 37°C a temperatura étima para o seu desenvolvimento.

Suas enterotoxinas sio produzidas quando cultivadas as temperaturas entre 10°C
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e 48°C, contudo, a faixa de 40°C a 45°C ¢é considerada a 6tima para a sua
produgdo.

As faixas de pH e atividade de 4gua (A.) suportada pela bactéria sdo
muito amplas, ocorrendo 0 mesmo com a produgio de toxinas, embora os limites
destas sejam ligeiramente inferiores. O pH situa-se entre 4 ¢ 10, enquanto a A,,
entre 0,83 e 0,99 ou superior. Deve-se destacar que estes valores variam de
acordo com os substratos e a quantidade de oxigénio do meio. S0 também
tolerantes a concentragdes de 10% a 20% de NaCl e a nitratos.

O valor de Dy C para S. aureus ¢ de 12 minutos em leite integral ¢ cerca
de 21 minutos no soro (Shebuski et al., 2000). O crescimento e a produgio de
enterotoxinas de S. aureus sdo afetados por alguns fatores no alimento, como
qualidade nutricional, pH do substrato, temperatura, atmosfera, atividade de
agua, concentragio de cloreto de sodio, outros agentes quimicos € competi¢do
com outros microrganismos. Contudo, sendo estes fatores os dtimos para o
crescimento dos microrganismos, nio necessariamente serdo os niveis 6timos
para a producdo da enterotoxina (Halpin-Dohnalek & Marth, 1989).

O S. aureus apresenta distribuicdo mundial. Estima-se que de 20% até
60% da populagdo humana possam ser portadores da bactéria, sem apresentar
qualquer tipo de doenga. Nestas circunstincias, os portadores humanos, mesmo
em condi¢des normais de saide, sempre representam risco quando manipulam
alimentos, podendo contamina-los durante as diferentes fases de preparagdo,
pelas mios e secregdes oro-nasais. Ja os portadores de infecgSes purulentas,
notadamente nas mios, devem se abster de lidar com quaisquer tipos de

alimentos.
A presenca S. qureus em alimentos in natura, produtos alimenticios

processados ou que serdio processados, representa risco potencial para a saide,

uma vez que algumas cepas sdio produtoras de enterotoxinas termoestaveis,
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assim mesmo que 0 microrganismo seja eliminado, a toxina produzida continua
no alimento.

Dentre os principais  substratos alimenticios, incriminados
epidemiologicamente como capazes de tolerar o desenvolvimento natural do S.
aureus, podem ser citados os produtos lacteos, como 0s queijos, leite dm,
pasteurizado ou em pd, manteiga € sorvetes, produtos de confeitaria, como bolos
recheados, tortas € doces cremosos, cames fmcas e curadas, ovos € massas
alimenticias (Pereira, 1996).

As enterotoxinas estafilococicas sio um grupo de proteinas de cadeia
simples de baixo peso molecular (26.900 a 29.600 Da), produzidas por algumas
espécies de estafilococos, principalmente S. aureus que, quando ingeridas;
podem causar gastrenterite (Pereira, 1996).

A produgio de enterotoxinas ¢ compativel com o numero de células,
sendo uma popula¢do minima de 10° UFC/g de alimento gitada como necessaria
para produzir quantidade suficiente de enterotoxina para causar toxinose (Valle
et al., 1990). Este mimero, porém, tem variado conforme o autor, encontrando-se
niveis menores. Ni#o existe concordincia entre os varios autores sobre a
quantidade minima de enterotoxina necessiria para causar sintomatologia em
seres humanos. De maneira geral, estima-se emtre 0,015 e 0,375 pg de
enterotoxina por quilo de massa corpérea (Franco & Franco, 1996).

Em sua forma biologicamente ativa, as enterotoxinas sdo resistentes 20
calor (termoestaveis), 0 que constitui um ponto crucial no controle de qualidade
de alimentos, ja que elas podem persistir no produto final, apés o processamento
térmico (Bergdoll, 1989). As enterotoxinas estafilocécicas atuam como super
antigenos e ativam sistemas de defesa humana quando causam toxinose ou
outras doengas (Dinges et al., 2000).
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Para evitar o consumo de produtos contaminados, ¢ de grande
importincia que o leite e seus derivados sejam submetidos a um eficiente
controle de qualidade (Brabes, 1999; Leite, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Laticinios ¢ de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncias de Alimentos, no
campus da Universidade Federal de Lavras.

3.1 Microrganismo e padronizagio do inéculo

A cepa de utilizada como inoculo foi Staphylococcus aureus ATCC
25923.

O inéeulo foi padronizado, medido por densidade otica a 620 nm,
utilizando-se o triptic soy broth (TSB) inoculado com a cepa de S.aureus e
incubada a 37°C. A absorbincia foi medida periodicamente, seguida da
inoculagio da aliquota da cultura em agar baird parker para a determinagdo do
nimero de células vidveis por mL. Para tanto, utilizou-se a técnica de

plaqueamento em microgota (Figura 1).
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FIGURA 1 Curva de crescimento do Staphylococcus aureus, utilizando-se a técnica de  plaqueamento

em microgota
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3.2 Fabrica¢iio do queijo minas frescal

A produgdo do queijo minas frescal foi realizada em laboratério de
laticinio, tomando-se os devidos cuidados higiénicos sanitarios.

Os queijos foram fabricados com leite cru. Apés a ordenha e
resfriamento do leite, este foi levado da fazenda ao laboratério em latdes de ago
inoxidavel de 25 litros. Apds sua recepgdo no laboratério, o leite foi
“homogeneizado” ainda no latdo e retiradas amostras para analises fisico-
quimicas e microbioldgicas (Figura 2).

A fabricagdo dos queijos “frescal” (Figura 3) foi redlizada ap6s a divisdo
do leite em quatro porgdes iguais de cinco litros, em tanques de fabricagdo. O
leite foi aquecido a 37°C e nele inoculado S. aureus ATCC 25923 em diferentes
concentragdes.

Em trés tanques (Figura 3), foi inoculado o microrganismo nas
concentragdes de 6,5 x 10° UFC/ mL, 1,3 x 10° UFC/ mL ¢ 2,0 x 10° UFC/ mL,
ndo tendo havido inoculagiio no quarto tanque. Para cinco litros de leite, essas
concentragdes equivale na 1,3x105UFC, 2,6x105UFC e 3,6x109UFC,
respectivamente . De cada tanque foram obtidos dois queijos, e apenas um deles
foi submetido & salga. Foram realizadas trés repeti¢3es. '

O processo de salga ocorreu pela salga seca do queijo por oito horas.
Apods a desenformagem, os queijos foram acondicionados em embalagem dé
PVC esterilizadas com alcool 70% e em U.V. por 30 minutos e estocados a 7°C
por sete dias.
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FIGURA 2 Esquema das analises realizadas durante a fabricagdo do queijo minas frescal.
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FIGURA 3 Fluxograma de fabricagdo artesanal do queijo minas frescal
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3.3 Analises microbiolégicas

As analises microbioldgicas foram realizadas no leite, no soro ¢ no
queijo, com e sem salga. As avaliagGes microbiologicas nos queijos foram feitas
apdés sua fabricagdo ¢ com intervalo de dois dias até completar 7 dias de
armazenamento.

As andlises foram realizadas seguindo-se as normas do ICMSF (2000).

3.3.1 Preparo das amostras

Para todas as andlises, os procedimentos de “homogeneizagdo” e
diluicio das amostras foram realizados de acordo com o descrito, exceto quando
mencionado.

Foram preparadas diluigSes seriadas em agua peptonada a 0,1% (P/V)
previamente esterelizada. As diluigdes do leite e soro foram preparadas
pipetando-se assepticamente 1 mL da amostra ¢ transferindo-se para tubos de
ensaio contendo 9 mL de agua peptonada a 0,1% (P/V). A partir destas,
diluic3es seriadas foram realizadas.

De cada pega de queijo foram retirados 25 g de forma representativa que
foram homogeneizados em 225 mL de solug¢do de citrato de sédio a 2% (P/V),
em liquidificador.

3.3.2 Quantificagiio de coliformes a 35°C e termotolerantes

Coliformes a 35°C e termotolerantes foram determinados empregando-
se a técnica do mimero mais provavel (NMP).

O teste presuntivo foi realizado, utilizando-se caldo lauril sulfato
triptose (LST) em tubos de ensaio contendo tubos de Durham, utilizando-se trés
séries de trés tubos.

Apbs semeadura das diluigdes adequadas, os tubos foram incubados a
35°C, por 24 a 48 horas. Aliquotas das culturas dos tubos positivos foram
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transferidas para os tubos contendo caldo lactosado bile verde brilhante a 2%
(BGBL) e incubadas a 37°C, por 48 horas, fazendo-se o teste confirmativo.
Posteriormente foi efetuada a leitura dos tubos para a determinagdo do NMP de
coliformes a 35°C, com o auxilio da tabela de Hoskins (APHA, 1998).

A determinacio do NMP de coliformes termotolerantes foi feita a partir
da transferéncia de aliquotas das culturas dos tubos positivos do caldo BGBL
para os tubos contendo caldo EC. Esses foram incubados a 44,5°C por 24-48
horas. Nos tubos positivos foi determinado o NMP de coliformes a 45°C, com o
auxilio da tabela de Hoskins (APHA, 1998).

3.3.3 Contagem de Staphylococcus sp e Staphylococcus coagulase positiva

Das diluigdes seriadas das amostras de leite cru, soro e queijo com ¢
sem salga foram semeadas aliquotas de 0,lmL em placa de Petri contendo o
meio de cultura agar baird parker (BP), enriquecido com gema de ovo e
adicionado de telurito de potassio utilizando-se a técnica de plaqueamento em
superficie. A seguir, incubaram-se as placas a 37°C, por 24 a 48 horas.

Apbs a contagem de coldnias tipicas ¢ atipicas, cinco coldnias de cada
placa eram retiradas ao acaso e transferidas para 4gar simples fosfatado e
estocados 4 temperatura ambiente. Os microrganismos estocados foram
reativados em caldo BHI, incubando-os a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo
as aliquotas das culturas foram estriadas em 4gar nutriente. As colénias isoladas
foram submetidas ao método de coloragiio de gram e ao teste da catalase. Os
isolados catalase positivos € que apresentavam caracteristicas morfologicas do
género Staphylococcus, foram novamente transferidos para caldo BHI e
incubados a 37°C por 24 horas. Apds este periodo as culturas ja puras foram
submetidas ao teste de coagulase e termonuclease.
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3.3.4 Pesquisa de Salmonella sp

Para a verificagdo da presenga ou auséncia de Salmonella sp no queijo,
foram homogeneizados 25 g de cada peca de queijo em 225 mL de agua
peptonada 0,1%. Apés a incubagdio por 24 horas a 42°C, 1 mL dessa suspensdo
foi transferido para 10 mL de caldo selenito cistina € 10 mL de caldo rappaport,
vassiliadis, sendo posteriormente incubados a 42°C. Depois de 24, 48 horas
foram realizadas semeaduras por esgotamento em placas de petri contendo agar
salmonella-shigella (SS) e agar verde brilhante (Brasil, 1981). Em seguida,
realizou-se a confirmagdo com testes preliminares pof meio de provas
bioquimicas, as quais consistiram de semeadura dessas col6nias nos tubos de
agar de triplice agucar ferro (TSI) e tubos de 4gar lisina ferro (LIA). Os tubos de
TSI com reagBes caracteristicas de Salmonella mostraram rampa alcalina
(vermelha) ¢ fundo acido (amarelo), com ou sem produgdo de H,S. Reagdo
atipica em TSI, que ndo seria descartada se¢ as demais reages em LIA se
apresentassem tipica com rampa e fundos acidos (amarelos), com ou sem
producdo de H,S. As reagdes tipicas em LIA seriam rampa e fundo alcalino
(purpura, sem alteragdo da cor do meio), com ou sem produgdo de H,S. Reagdo
atipica em LIA, que ndo seria desprezada se as demais reagdes de TSI se
apresentassem tipicas com fundo amarelo com rampa alcalina, com ou sem
produgio de H,S. Posteriormente os resuitados positivos foram confirmados
pelos testes bioquimicos, e soroldgicos realizados a partir dos tubos de TSI

Deve-se considerar como Salmonella todas as col0nias que apresentam as
. seguintes caracteristicas: reac;ﬁes tipicas em TSI e LIA, teste sorolégico
somatico polivalente (+), teste de uréase (-), teste de indol (-), teste de
fermentagdo da lactose (-), teste de vermelho de metila (+) e Voges Proskauer
(-), teste de citrato (+) (APHA, 1998).
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3.4 Anilises fisico-quimicas
3.4.1 Leite
3.4.1.1 Acidez tituldvel

A acidez tituldvel (°D) foi determinada utilizando-se acidimetro Domic,
com solugiio de NaOH N/9 (solugsio dornic) e solugdo alcodlica de fenolftaleina
devidamente calibrada como indicador, como descrito por Brasil (2003).

3.4.1.2 Gordura

Os teores de gordura foram determinados pelo método do butirdmetro
de Gerber, descrito por Brasil (2003). Para esta andlise foi utilizada uma
centrifuga do tipo Gerber, da marca Fanem.

3.4.1.3 Densidade
Foi utilizada a leitura direta em termolectodensimetro, previamente
calibrado, corrigindo-se o efeito da temperatura segundo Brasil (2003).

3.4.1.4 Sélidos totais

A determinacdio dos sélidos totais foi feita por método indireto, que
consiste na utilizagdo do disco calculador de Ackermam, permitindo determinar
o teor de solidos totais por meio da densidade e do teor de gordura de uma
amostra.

3.4.1.5 Pesquisa de enzimas

A verificagiio da atividade enzimatica, util na avaliagdo do tratamento
térmico sofrido pelo leite, é feita mediante a adigdo a amostra do substrato
especifico da enzima que se quer testar, em condigdes ideais para sua atuagdo. A
formagiio de produto colorido ou a presenca de indicador que apresenta reagéo
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colorimétrica com os produtos de degradagiio permitem identificar a atividade
enzimatica.

34.2 Queijo
3.4.2.1 Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico por meio de
estufa de secagem, segundo técnica descrita por Brasil (2003).

3.4.2.2 Gordura

As determinagGes de gordura foram realizadas pelo método
butirométrico de Gerber (Brasil, 2003). A centrifuga ¢ os butirdmetros utilizados
da marca original Gerber.

3.4.2.3 Extrato Seco Total

Utilizou-se a metodologia descrita por Brasil (2003) para a
determinagio do extrato seco total. Nessas andlises foram utilizadas estufas de
secagem (modelo 315-SE FANEM) a 105°C.

3.4.2.4 Gordura no extrato seco (GES)
O teor de gordura no extrato seco foi determinado indiretamente por
meio da formula abaixo:
%GES = ( %Gd/ %ES) x100
Sendo:

% GES: teor de gordura no extrato seco, em % (m/ m);
% Gd: teor de gordura da amostra em % (m/ m); e
%ES: teor de extrato seco total da amostra em % (m/ m).
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3.4.2.5 Residuo mineral fixo (Cinzas)
Apds a dessecagdo, a amostra foi submetida & incineragéo. Dessa forma,
a frago orgénica da amostra volatilizou-se sob a forma de diéxido de carbono e
agua, permanecendo as cinzas ou residuo mineral fixo'no recipiente.
Calculo do residuo mineral:
% RMF= (Pf -T)/ (Pi-T).x 100
Sendo:
% RMF: residuo mineral fixo (cinzas), em % (m/ m);
Pf: resultado da ultima pesagem;
Pi: resultado da pesagem inicial, apos adi¢do da amostra;
T: tara do cadinho de porcelana.

34.2.6 pH

As medidas de pH foram obtidas utilizando-se pHmetro portatil Tecnal
TC - 2P, previamente calibrado, com a inser¢do do eletrodo diretamente na
solugdo feita do queijo a ser analisado.

3.4.2.7 Proteinas

A porcentagem de proteinas foi determinada pelo método de Kjeldahl,
segundo Pereira at al. (2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados microbiolégicos

Os valores obtidos com as contagens de Staphylococcus aureus ATCC
25923 no leite e no soro (Figura 4) variaram de 1,0 x 10%a 2,9 x 10" UFC/mL,
(4,46 ciclos log 10) € de 6,3 x 107 a 1,1 x 10" UFC/mL ( 2,22 ciclos log 1),
respectivamente.

Os resultados microbiolégico da amostra sem inoculagdo, indicaram
elevada contagem de S.qureus, tanto do leite quanto do soro (Figura 4) e da
massa do queijo minas frescal (Figura 5) antes da inoculagfio, o que reflete a
baixa qualidade do leite em estudo. As contagens de coliformes a 35°C e a 45°C
foram elevadas, maiores que 2,3 x 10'° NMP/mL, indicando a possibilidade de
presenca de outros patdgenos entéricos. Esse fato deve-se ao fato do produto ser
in natura. A ndo pasteurizagio do leite representa risco para o consumidor,
considerando que esse processo assegura a inativagdo de patdgenos que possam
estar presentes na matéra-prima e que sdo ser importantes fontes de
contaminagao.

30



—e— Leite —8— Soro

24 -

20

\

:T /B/_u
£
2 | =
= 12
(=)
(]
-l
8
4
0 T T T 3
1 6,11 6,41 6,59

1+Log (UFC /mL)

FIGURA 4 Evolugio do Staphylococcus aureus no leite e no soro, nas diferentes
aliquotas inoculadas
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FIGURA 5 Evolugdo do Staphylococcus aureus nos queijos sem inoculaggo,
durante os 7 dias de armazenamento, com e sem salga, produzidos
artesanalmente.
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Deve-se ressaltar que os valores obtidos (Figura. 5) sdo os que realmente
expressam a carga microbiana do leite, decorrente provavelmente da
multiplicagdo desses contaminantes. Por esse motivo, todos os queijos obtidos
do tratamento ja apresentavam elevada contagem de S. aureus, o pode ser
observado no gréfico da Figura 5.

J4 os queijos, tanto com salga quanto sem, que foram inoculados com
diferentes aliquotas (1,3x10° UFC/mL, 2,6x10° UFC/mL, 3,6x10° UFC/mL)
(Figuras 5, 6 ¢ 7) com a cepa de S. aureus ATCC 25923, apresentaram elevadas
contagens , variando de 10" UFC/g a 10* UFClg.

Os queijos com salga, independente da aliquota inoculada, apresentaram
maior contagem quando comparados com os queijos sem salga. Esse fato deve-
se a tolerdncia do S. aureus ao sal e a atividade de agua (a.) reduzida,
multiplicando-se com facilidade nos meios que contém 5% a 20% de cloreto de
sodio. O NaCl, quando utilizado no processo de fabricagdo de queijos, exerce
efeito negativo sobre a microbiota latica e, conseqilentemente, um
favorecimento da microbiota patogénica. Dessa forma, ha diminuigdo da
competi¢do microbiana e o S. aureus se multiplica em niveis perigosos durante o
periodo de dessoragem, que ocorre a temperatura ambiente. Pelo fato da salga
haver sido realizada a seco, ocorreu um gradiente de concentragdo no queijo,

favorecendo, em certas concentragdes, a multiplicagdo do S. aureus.
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FIGURA 6 Evolugdo do Staphylococcus aureus durante os 7 dias de
armazenamento, nos queijos com € sem salga, produzidos
artesanalmente, inoculados com 2,6x10°UFC/mL
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FIGURA 7 Evolugio do Staphylococcus aureus durante os 7 dias de
armazenamento nos queijos com e sem salga produzidos
artesanalmente, inoculados com 2,6 X 10°UFC/mL.
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FIGURA 8 Evolugio do Staphylococcus aureus, durante os 7 dias de
armazenamento, nos queijos com e sem salga, produzidos
artesanalmente, inoculados com 3,9 X 10° UFC/mL

36



Os valores obtidos com as contagens de Staphylococcus aureus no queijo
com salga € no sem salga sem inoculagio (Figura 5) variaram de 8,32 x 10”2 5,75 x
10" UFC/mL, (1,84ciclos log 10) € de 6,46 x 10'*a 5,62 x 10" UFC/mL (1,96 ciclos
log 10), respectivamente. No queijo com salga € no sem salga, inoculados com
1,3x10°UFC/mL (Figura 6), variaram de 1,10 x 10" a 2,63 x 10" UFC/mL,
(3,88ciclos log 10 ), € de 1,07 x 10' a 1,58 x 10" UFC/mL (2,17ciclos log 1)
respectivamente. No queijo com salga e no sem salga, inoculados com
2,6x10°UFC/mL (Figura 7), variaram de 191x 10" a 2,81 x 10 UFC/mL,
(2,17ciclos log 10 ) € de 1,91 x 10" a 1,05 x 10 UFC/mL ( 2,74 ciclos log 1)
respectivamente; ja4 no queijo com salga ¢ no sem salga, inoculados com
3.9x10°UFC/mL (Figura 8), variaram de 3,80x 10" a 3,16 x 10* UFC/mL,
(2,92ciclos log 10 ) € de 2,88 x 10" a 3,02 x 10* UFC/mL (3,02 ciclos log 10),
respectivamente. Durante os sete dias de armazenamento houve dessoramento do
queijo.

Germano & Germano (2002) citam que os S. gureus, de modo geral,
triplicam-se nas primeiras 24 horas apés a fabricagdo dos queijos, contudo, nio
se multiplicam durante a fase de maturagiio; por outro lado, & medida que se
eleva a concentragio de sal, ou se reduz a atividade de 4gua, preserva-se a
capacidade de multiplicagio da bactéria, mas inibe-se a produgdo de
enterotoxina.

Os resultados obtidos mostram um quadro semelhante ao relatado pela
literatura, ou seja, nos dois tipos de queijo (com salga e sem salga) ocorreu
aumento no numero de estafilococos apds o preparo, mais especificamente apos
o segundo dia de fabricagio, no queijo minas frescal. Posteriormente, em
decorréncia do aumento da acidez, ou de outro fator associado, provocado pela
microbiota latica ou escassez de nutrientes, o mimero de S.aureus comegou a

ficar constante para ocorrer, ap6s 5 dias.
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A presenga desse microrganismo nas amostras de leite estudadas pode
ter sido originada de mastite no rebanho, situagdo citada como possivel por Faria
et al. (2002). Outros fatores que podem ter contribuido para essa contaminagio
estio na deficiente higienizacdo dos utensilios utilizados na ordenha, uso de
agua contaminada, ordenhadores infectados e ou condi¢des inadequadas de
refrigeraggo do produto (Carmo et al., 2003).

Leite et al. (2002) verificaram que das vinte propriedades pesquisadas
por eles, em 13 (65%) detectou-se a presenga de S.qureus em leite cru. Das 60
amostras analisadas por eles, em 21 (36%) encontrou-se a bactéria em contagens
superiores a 10° UFC/mL.

Das vinte amostras de queijo tipo minas frescal comercializadas em um
mercado municipal no Mato Grosso do Sul, 70% das amostras (14) apresentaram
valores superiores de S. aureus a 10° UFC/g, caracterizando um produto em
condi¢des higiénico-sanitdrias insatisfatorias. Esses microrganismos s3o cocos
gram-positivos que podem ser encontrados no homem (cabelo, nariz, boca, mios
¢ pele) e nos animais. Eles produzem uma enterotoxina termoestavel no alimento
e podem multiplicar-se em atividade de 4gua baixa (0,83). Além disso
apresentam caracteristicas de halofilia e osmofilia, multiplicam-se entre 7 € 48°C
e causam um quadro tipico de intoxicagdo alimentar, com periodo de incubagdo
que pode variar de 30 minutos a 6 horas, provocando niuseas, vomitos, diarréia
¢ dor abdominal.

Filho & Filho (2000) observaram que os maiores pontos de vendas do
queijo informal sfio os mercados municipais ¢ as feiras livres de todas as
cidades. Esta forma de comercializagio por ambulantes ou mesmo direto na
fazenda podem representar riscos adicionais & saiide dos consumidores, tendo
em vista a falta de condi¢3es de transporte e armazenamento do produto.

Apesar de alguns autores (Brasil, 2003) considerarem o S. aureus,
coagulase positiva, como a tinica cepa produtora de enterotoxinas, a literatura
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tem demonstrado que algumas cepas de Staphylococcus coagulase negativa,
como S. epidermitis, S. xylosus, S.warneri, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S.
cohnii, S.sciuri ¢ S. lentus podem ser potenciais produtoras de enterotoxinas
desencadeando surtos de intoxicagdo alimentar na populagio.

Em Goias, Nicolau et al. (2001) pesquisaram 29 amostras de queijos
minas produzidos' em laticinios do estado, encontrando 58,6% destas impréprias
para o consumo. Faria et al. (2002) anaﬁsaraﬁ 31 amostras ¢ 94% dos queijos
frescos apresentaram contagens de Staphylococcus coagulase positiva acima de
10* UFC/g, tendo 14 delas (42,4%) apresentado contagens acima de 5 x 10°
UFC/g. Nestes niveis de contaminagio ja existe a possibilidade de produgdo de
enterotoxinas.

Pesquisando a contagem de Staphylococcas coagulase positivo, Vilela et
al. (2001) encontraram 15,7% de amostras improprias para o consumo, entre 70
amostras de queijo minas frescal, obtidas de pequenos latipinios de Juiz de Fora,
MG e regidio. As contagens de Staphylococcus sp. situaram-se acima de 10°
UFC/g de queijo. Os mesmos autores citaram varios trabalhos, como o de Silva
& Castro (1995), que descreveram um surto envolvendo 15 pessoas, por
consumo de queijo minas, no qual foram encontrados Staphylococcus sp. ¢
outros microrganismos patogénicos. Filho & Filho (2000) analisaram oitenta
queijos, dos quais quarenta apresentaram-se improprios para o consumo.

Em trabatho realizado no municipio de Cuiaba, MT, Filho & Filho,
(2000) constataram que 10% das amostras analisadas de queijo minas frescal se
encontravam na condigio de “produto impréprio para © consumo, €
potencialmente capaz de causar toxinfecgdo alimentar”.

Pesquisas microbiolégicas realizadas com queijo tipo minas frescal t€m
permitido o isolamento de inimeros patdgemos, de importincia em saude

publica, a partir desse produto. Dentre eles, destacam-se o S. qureus, o de maior
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ocorréncia e, em segundo lugar, pelos coliformes fecais, diversos sorogrupos
além de E. coli e L. monocytogenes.

Amostras de queijo minas Frescal, procedentes de Quro Preto, MG,
revelaram 41,1% de contarinagdo por S. aureus com 10° UFC/g (Germano &
Germano, 2002). Esses mesmos autores encontraram, em Belo Horizonte,
21,5% das amostras analisadas contammadas por esse patogeno, com contagens
acima de 10° UFC/g, enquanto 87,1% encontravam-se com coliformes fecais.
Ainda em Minas Gerais, 43,3% das amostras do produto ndo inspecionado,
colhidas no comércio varejista de Belo Horizonte, revelaram-se fora do padrio
para S. aureus. Trabalho semelhante, realizado na cidade do Rio de Janeiro,
identificou que 38,4% das amostras examinadas apresentavam S. qureus e
98,1% continham coliformes fecais. Em queijo nio pasteurizado, vendido no
comércio ambulante da cidade de Belo Horizonte, 60% das amostras
examinadas apresentavam S.qureus ¢ em 80% das mesmas amostras isolaram-se
coliformes fecais, demonstrando o elevado nivel de contaminagdo do produto.
Germano & Germano (2002) citam, ainda, que em Ribeirdo Preto, SP, 92,3%
das amostras apreendidas pelo Servigo de Vigildncia Sanitéria local, entre 1989
e 1990, estavam em desacordo com os padrSes fisico-quimicos e
microbiologicos. Em amostras colhidas em bares, supermercados, padarias e
feiras livres da cidade de Vigosa, MG, foi constatada uma contaminagdo
extremamente elevada do queijo: 89,2% das amostras estavam em desacordo
com o padrio para coliformes fecais, enquanto que 100% continham niveis
elevados de Staphylococcus spp. Deve-se considerar que sdo necessarias 107 —
10°® UFC/g do agente para que haja produgdo de enterotoxina estafilocdcica em
queijos.

Os S. aureus, de modo geral, triplicam-se nas primeiras 24 horas apés
fabricacdio dos queijos, contudo, nfo se multiplicam durante a fase de maturag3o.
Por outro lado, 4 medida que se eleva a concentragdo de sal, ou se reduz a
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atividade de 4gua, preserva-se a capacidade de multiplicacdo da bactéria, mas,
inibe-se a produgdo de enterotoxina (Germano & Germano, 2002). Estes
mesmos autores verificaram a ocorréncia de um surto de intoxicagdo alimentar
por S. aureus relacionado ao consumo de queijo minas ndo pasteurizado,
fabricado na fazenda e comercializado pelo proprio fabricante, sem qualquer
refrigeragdio. O surto atingiu 11 pessoas, das quais trés foram hospitalizadas. A
anilise do queijo revelou niveis da ordem de 10° UFC/g, indicando o S. aureus
como agente causador (10° UFC/g indicam alto risco de intoxicag4o).

Em Sobral, CE, analisadas amostras de leite informal verificando-se a
sua qualidade sanitiria. Neste caso, foram detectados coliformes a 45°C ¢ a
35°C em 100% das amostras, indicando falta de higiene na manipulagio e
transporte do leite, podendo ser, portanto, fonte de doengas transmitidas por
alimentos (Ferreira et al., 2003).

Romano (2002) em pesquisa realizada na regifio de Jaboticabal, SP, com
queijo minas Frescal artesanal, obteve contagens de Staphylococcus spp. que
variaram de 2,7 x 10%a 8,5 x 10* UFC/g, tendo como média 3,2 x 10° UFC/g.

A presenga do microrganismo deve estar associada & contaminagdo da
matéria-prima antes do processamento ou & contaminagdo do produto durante a
sua fabricagdo por utensilios, manipuladores ou equipamentos.

As diferencas observadas entre uma pesquisa ¢ outra em diferentes
regites e com o mesmo tipo de queijo, talvez possam ser atribuidas as condi¢Ses
higiénicas de obtencdio da matéria-prima e do processamento do produto, assim
como situagdes geograficas e culturais de cada regifio. O leite usado na
fabricagdo dos queijos, proveniente de vacas com mastite clinica ou subclinica,
também pode ser responsével pelos altos valores de contagem de estafilococos
encontrados na presente pesquisa.
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4.2 Resultados fisico-quimicos

4.2.1 Leite

Os valores médios das analises fisico-quimicas realizadas nas amostras
do leite cru destinado & fabricagdo do queijo minas frescal produzido
artesanalmente (Tabelas 1 e 2), encontram-se dentro dos padroes impostos pela
Lei n° 14.185, de 31 de janeiro de 2002, que dispde sobre o processo de

produ¢do de queijo minas artesanal.

TABELA 1 Resultados médios de analises fisico-quimicas do leite cru destinado
a fabricagio do queijo minas frescal produzido artesanalmente

Fabricagdes Acidez Densidade Gordura
(D) (%)
g 15 1,033 4,00
> 15 1,031 3,80
3 15 1,032 3,70

TABELA 2 Resultados médios de analises fisico-quimicas do leite cru destinado
a fabricagiio do queijo minas frescal produzido artesanalmente

Fabricagdes ST (%) SD (%) Fosfatase Peroxidase
1° 13,21 9,31 positiva positiva
2 12,46 8,66 positiva positiva
3 12,70 9,00 positiva positiva

ST- Sélidos Totais, SD — Sélidos Desengordurados
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4.2.2 Queijos artesanais

Os valores médios das analises fisico-quimicas dos queijos artesanais

apresentaram-se dentro dos padrdes impostos pela Lei.

Os resultados de umidade, das cinzas, da acidez, da gordura, de

proteinas e do pH dos queijos minas frescal com salga e sem salga produzidos
artesanalmente estiio apresentados nas Tabelas 3, 4, 5, 6, 7 e 8 respectivamente.

TABELA 3 Resultados médios de umidade (%) e o desvio padrdo do queijo
minas frescal com salga ¢ sem salga, produzido artesanalmente,

inoculado com S aureus. Cada mL corresponde a 6,5x10°

UFC/mL.
Tratamento Média(%) Desvio padrao
Sem inoculagio com salga 45,03 3,31
Sem inoculagdo sem salga 43,17 3,58
1 mL com salga 45,70 1,59
1 mL sem salga 42,50 1,65
2 mL com salga 46,43 2,66
2 mL sem salga 42,16 4,46
3 mL com salga 47,03 1,75
3 mL sem salga 42,23 2,64
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TABELA 4 Resultados médios das cinzas (%) e desvio padrdo do queijo minas
frescal, com ¢ sem salga, produzido artesanalmente, inoculado com
S. aureus. Cada mL corresponde a 6,5x10° UFC/mL.

Tratamento Média (%) Desvio padrdo
Sem inoculagdo com salga 2,10 | 0,70
Sem inoculagdo sem salga 2,57 0,68
1 mL com salga 2,27 1,17
1 mL sem salga 2,33 0,64
2 mL com salga 2,13 1,27
2 mL sem salga ) 2,66 0,83
3 mL com salga 2,17 1,27
3 mL sem salga 2,00 0,62

TABELA 5 Resultados médios de acidez (°D) e desvio padrio do queijo minas
frescal, com salga e sem salga, produzido artesanalmente,
inoculado com S. qureus. Cada mL corresponde a 6,5x10 UFC/mL.

Tratamento Média (D) Desvio padrio
Sem inoculagdo com salga 1,40 0,15
Sem inoculagdo sem salga 1,31 0,23
1 mL com salga 1,29 0,09
1 mL sem salga 1,28 0,08
2 mL com salga 1,27 0,10
2 mL sem salga 1,39 0,05
3 mL com salga 1,34 0,14
3 mL sem salga 1,43 0,30
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TABELA 6 Resultados médios de gordura (%) e desvio padrdo do queijo minas
frescal, com salga ¢ sem salga, produzido artesanalmente, inoculado

com S. aureus. Cada mL corresponde a 6,5x10°UFC/mL

r Tratamento Média (%) Desvio padrdo
Sem inoculagdo com salga 21.33 1,28
Sem inoculagdo sem salga 20,33 0,29
1 mL com salga 20,50 0,00
1 mL sem salga 20,83 0,76
2 mL com salga 21,59 1,18
2 mL sem salga 21,42 0,52
3 mL com salga 20,42 0,38
3 mL sem salga 20,75 0,90

TABELA 7 Resultados médios de proteinas (%) do queijo minas frescal, com
salga e sem salga produzido artesanalmente, inoculado com S.
aureus. Cada mL corresponde a 6,5x10° UFC/mL.

Tratamento Média (%) Desvio padrdo
Sem inoculagio com salga 19,66 4,27
Sem inoculag¢do sem salga 21,06 2,10
1 mL com salga 20,05 4,26
I mL sem salga 21,54 4,38
2 mL com salga 21,07 3,82
2 mL sem salga 18,58 2,78
3 mL com salga 20,17 2,70
3 mL sem salga 21,96 5,28




TABELA 8 Resultados médios de pH e desvio padrdo do queijo minas frescal,
com salga ¢ sem salga, produzido artesanalmente, inoculado com .
aureus. Cada mL corresponde a 6,5x10° UFC/mL.

Tratamento Média Desvio padrio
Controle com salga 5,36 0,96
Controle sem salga 5,38 0,94
1 mL com salga 5,65 0,60
1 mL sem salga 5,40 » 1,13
2 mL com salga 5,60 0,70
2 mL sem salga 5,66 0,53
3 mL com salga 5,51 0,88
3 mL sem salga 5,49 0,93

Nio houve influéncia significativa do Staphylococcus aureus nas
analises fisico-quimicas dos queijos minas frescal, com salga ¢ sem salga,
produzidos artesanalmente. Contudo, houve um teor maior de umidade dos
queijos com salga, devido & maior retengdo de 4gua no queijo.
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5 CONCLUSOES

A salga ndo inibiu o crescimento do Staphylococcus aureus,
independente da aliquota inoculada. Os queijos com salga apresentaram maior
contagem quando comparados com Os queijos sem salga, fabricados com leite

cru.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O controle microbiolégico do leite cru antes da inoculagdo apresentou
uma elevada contaminagdo, demonstrando condi¢es higiénico-
sanitarias insatisfatorias durante a ordenha ou transporte do leite.

Os queijos com salga, sem salga € o0 soro apresentaram niveis de
coliformes superiores a 2,3 x 10'° NMP, confirmando condigdes
insatisfatérias da matéria-prima.

Nos queijos com salga e sem salga nio foi detectada a presenga de
Salmonelia sp.

Nio houve diferenca significativa no crescimento do Staphylococcus
aureus entre as aliquotas inoculadas em diferentes concentragdes,
durante 7 dias de armazenamento.

A salga nfio inibiu o crescimento do microrganismo, favorecendo o

crescimento do Staphylococceus aureus.
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