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Resumo

O queijo Minas Frescal possui grande susceptibilidade a contaminagfes por substancias toxicas
micro-organismos patogénicos, que podem estar presentes no leite, ou que de alguma forma
tenham sido veiculadas durante os processos de producdo, armazenamento e distribuicdo. Diversos
micro-organismos podem ser encontrados contaminando o queijo Minas Frescal, dentre eles
destacam-se coliformes totais e termotolerantes e Staphylococcus. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a qualidade microbioldgica de amostras de queijos Minas Frescal comercializados no
municipio de Frutal/MG. No periodo de Setembro de 2010 a Junho de 2011, foram avaliadas 40
amostras coletadas em feiras e supermercados da cidade, por meio da determinacao de coliformes
totais e termotolerantes e de Staphylococcus coagulase positiva. Das 40 amostras avaliadas, 21
(52,5%) apresentaram-se fora dos padrdes para contagem de coliformes termotolerantes e 18
(45,0%) para Staphylococcus coagulase positiva. No conjunto, 30 amostras (75,0%) estavam em
impréprias para o consumo, por apresentar-se fora dos padrdes em pelo menos uma das analises
bacteriologicas. Os resultados demonstraram a necessidade de ado¢do de medidas para melhorar
a qualidade dos queijos comercializados, bem como para garantir a saide dos consumidores.
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1 Introducéo

No Brasil, existe a tradicdo do consumo de produtos artesanais por serem considerados,
pela populagéo, mais naturais e saborosos. A venda destes produtos € uma das principais fontes de
renda de pequenos produtores que os comercializam diretamente ao consumidor. Dentre 0s
produtos artesanais mais apreciados estd o queijo, cuja fabricacdo, como a de outros alimentos,
necessita seguir normas rigorosas de higiene. Além disso, a matéria-prima deve originar-se de

animais em condicdes sanitarias adequadas. Falhas no controle de qualidade tanto da matéria prima,
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quanto no seu beneficiamento e estocagem, podem resultar em um produto de ma qualidade e em
risco de infecgdes e intoxicagdes nos consumidores (ZAFFARI et al., 2007).

Os queijos frescos séo muito populares e devido ao bom rendimento que proporcionam na
fabricacdo, sdo comercializados a precos acessiveis a uma maior faixa da populacdo (FURTADO,
1980; SENA et al.; ABREU, 2005).

Queijos artesanais podem conter micro-organismos de origens diversas (animal, ambiente,
homem), que podem causar doencas, resultar em alteracdes fisico-quimicas no produto, influenciar
na eficiéncia dos processos utilizados no seu beneficiamento e nas suas caracteristicas sensoriais. A
maioria dos micro-organismos presentes na matéria-prima pode ser eliminada atraves da
pasteurizacao que, em condicdes artesanais, pode ndo ser efetiva. Por outro lado, queijos industriais
também podem ter problemas relacionados a sua qualidade microbioldgica, dependendo do
processamento térmico utilizado e principalmente das condicdes de armazenamento. Assim, é
fundamental que se tenha um acompanhamento da qualidade destes produtos, visando minimizar
riscos potenciais aos consumidores (CAMARA et al., 2002; OLIVAL et al., 2002).

O queijo Minas Frescal é caracterizado pela Portaria n °352 de 1997 pela Instrucdo
Normativa n © 04 de 2004 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) como
“o queijo fresco obtido por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acio de bactérias lacticas especificas. E um
queijo semi-gordo (25,0 a 44,9% de gordura no extrato seco), de muito alta umidade (maior que
55,0%), a ser consumido fresco” (BRASIL, 2004).

Por apresentar elevado teor de umidade, ser produto altamente perecivel e passar por uma
grande manipulacdo, o queijo Minas Frescal apresenta condi¢cGes propicias para contaminacéo,
sobrevivéncia e multiplicacdo bacteriana, sendo que muitas dessas bactérias podem ser patogénicas
ou produzir metabdlitos microbianos e causar intoxicacdes e/ou infecgbes alimentares nos seres
humanos (CAMARA et al., 2002). Este fato é agravado levando-se em consideracio que boa parte
dos queijos produzidos de forma artesanal sdo produzidos com leite ndo pasteurizado, 0 que
proporciona maior chance de contaminag&o.

Inimeras industrias sob inspecdo por 6rgdos competentes produzem o queijo minas frescal
respeitando as normas vigentes, inclusive as de boas préticas de fabricacéo, buscando a obtencéo de
um produto compativel com o padrdo de qualidade estabelecido. Por outro lado, a contaminacéo do
leite pds-pasteurizacdo, devido a incorretas condigdes de manufatura e armazenamento, contribuem
também de forma efetiva para o comprometimento da qualidade do produto final, mesmo nos
queijos produzidos nas industrias (ALMEIDA FILHO, 1999; PEREIRA et al., 1999).

As contaminagdes microbianas dos alimentos sdo indesejaveis e inclusive nocivas. Este

aspecto é encarado com tal rigor que para se conhecer a existéncia de possiveis deficiéncias
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higiénicas, as quais implicariam em contaminacdes alimentares, voltam-se as atengdes para grupos
de micro-organismos, desde aqueles considerados indicadores, como também para 0s patogénicos
que encontram no alimento um meio propicio para o desenvolvimento e até mesmo a liberacdo de
substancias toxicas (FRANCO, ALMEIDA; 1992; SALOTTI et al., 2006).

Para avaliar a qualidade microbiologica de um alimento, podem ser usados microganismos
indicadores, bem como pode ser avaliada diretamente a presenca de micro-organismos patogénicos,
que encontram no alimento um meio propicio para o desenvolvimento e até mesmo para a liberagéo
de substancias toxicas (FRANCO; ALMEIDA, 1992, CATAO; CEBALOS, 1991).

Um dos principais grupos de micro-organismos indicadores da qualidade microbiol6gica
em alimentos é o dos coliformes, formado por bactérias de famila Enterobacteriaceae, gram-
negativas, ndo formadoras de enddposros e capazes de degradar a lactose com producdo de gas a
35-37 °C (coliformes totais, que indicam deficiéncia na higiene de forma geral) ou a 44,0-45,5 °C
(coliformes termotolerantes, que indicam contaminacdo do alimento por material de origem fecal)
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Outro grupo de micro-organismo usado na avaliacdo de alimentos é o das Staphylococcus
coagulase positivas, pela qual sua presenca indica deficiéncias de higiene durante a manipulacao,
uma vez que o homem e 0s animais sdo 0s principais reservatorios desta espécie. No homem, a
cavidade nasal é o seu principal habitat e, a partir deste foco, pode atingir, por exemplo, as maos de
quem manipula o alimento e, dessa forma, contamina-lo (BISHOP; WHITE, 1986; FRANCO;
LANDGRAF, 2008; KINTON et al., 1999).

As estafilococos coagulase positivas, especialmente S. aureus, tem ampla capacidade de
multiplicacdo nos tecidos e de liberacdo de toxinas, podendo assim provocar toxiinfecgdes
alimentares. As células de S. aureus sdo termolébeis, podendo ser eliminadas em processos que
utilizam altas temperaturas. Por outro lado, suas toxinas sdo termoestaveis e portanto resistentes as
temperaturas usualmente utilizadas no processamento de produtos lacteos (DE FREITAS;
MAGALHAES, 1990).

A anélise microbioldgica do queijo Minas Frescal constitui uma forma de verificar as suas
condicOes de higiene, bem como de avaliar se 0 consumo desse alimento esta apropriado ou néo,
estabelecendo assim uma analise do risco potencial para os consumidores (FORSYTHE, 2002;
SALOTTI et al., 2006). Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de coliformes e
Staphylococcus coagulase positiva em amostras de queijo do tipo Minas Frescal, comercializadas
no municipio de Frutal/MG, visando estabelecer sua qualidade em relacdo aos micro-organismos

avaliados.
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2- Material e Métodos

Coleta e preparacao das amostras

Entre Setembro de 2010 e Junho de 2011, foram coletadas 40 amostras de queijos Minas
Frescal, comercializadas em supermercados e feiras, localizados no municipio de Frutal/MG. De
cada local, foram adquiridas uma ou mais amostras, coletadas aleatoriamente. Foram realizadas
diferentes visitas em cada estabelecimento.

As amostras foram transportadas em caixa de material isotérmico, contendo cubos de gelo,
até o Laboratério de Microbiologia da Universidade do Estado de Minas Gerais (UEMG), campus
de Frutal, sendo mantidas sob baixa temperatura até 0 momento das analises microbioldgicas, as
quais foram realizadas no maximo em 2 horas. As embalagens foram desinfetadas com alcool

etilico 70% antes de serem abertas.

Determinagéo de coliformes totais e termotolerantes

Para as analises bacterioldgicas, 25 gramas da parte interna de cada amostra foram
acondicionados em sacos plasticos esterilizados contendo 225 mL de agua peptonada 0,1%. As
amostras foram homogeneizadas e diluidas, em diluicdes decimais de 10 a 10°°

Para determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais, de cada dilui¢éo
(10 a 10%), foram tomadas trés porcdes de 1 mL cada e inoculadas, respectivamente, em trés tubos
contendo 10 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose, contendo um tubo de Durham invertido, obtendo-
se trés séries de trés tubos. Foi utilizado um tubo controle do meio de cultura e outro controle do
meio de cultura e diluente, os quais foram incubados em estufa a 35-37 °© C, por 24 - 48 horas.

Os subcultivos positivos foram semeados em tubos contendo 8 mL de Caldo Verde
Brilhante Bile 2% com tubo de Durham invertido, incubando-os a 35 °C, durante 24 a 48 horas. A
prova foi considerada positiva somente quando se verificava turvagdo do meio e producgdo de gas
nos tubos de Durham, dentro de um periodo de incubacdo maximo de 48 horas. A determinacéao
quantitativa foi realizada de acordo com a técnica do NMP, recomendada pela American Public
Health Association (1992).

Uma algada de cada cultura foi tomada dos tubos positivos de Caldo Verde Brilhante Bile
2% e transferida para tubos de Caldo E. coli (EC MERCK), contendo tubos de Durham invertidos, e
incubados a 45,5 °C, em banho-maria, para determinacdo de coliformes termotolerantes. Apos a
incubacgéo por 24 a 48 horas, foi realizada a leitura, e os tubos que apresentavam turvacdo do meio e

producdo de gas foram considerados positivos para bactérias do grupo.
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Para cada diluicdo, o numero de tubos positivos foi anotado e quantificado atravées da tabela
do NOmero Mais Provavel (NMP), determinando, assim, o NMP de bactérias coliformes
termotolerantes por grama de queijo analisado.

Determinacéo de Staphylococcus coagulase positiva

Para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva, foram selecionadas 3 dilui¢cbes de
cada amostra, em triplicata, das quais 0,1 mL foi semeado na superficie de placas contendo agar
Baird-Parker, com o in6culo sendo espalhado com o auxilio da al¢a de Drigaslky. As placas foram
invertidas e incubadas a 35° C durante 48 h. Foram selecionadas as placas contendo entre 20 e 200
colonias para contagem.

Com as coldnias tipicas foram feitas as provas bioquimicas de catalase e coloragdo de Gram.
Trés colbnias tipicas de cada placa foram selecionadas e inoculadas em tubos contendo Caldo
Infusdo Cérebro Coracdo (BHI), os quais foram incubados a 37°C por 24 horas. A partir do
subcultivo crescido em BHI, foram realizadas as provas bioquimicas de catalase e coagulase.

A prova de catalase foi feita pela adicdo, em uma Iamina de microscopio, de uma gota de
peréxido de Hidrogénio a 3% em uma gota de BHI, sendo consideradas catalase positivas as
amostras que apresentaram formacao de bolhas.

A prova de coagulase foi feita, em tubo de ensaio, pela adicdo de 0,3 mL de plasma de
coelho liofilizado (Coagu-plasma) em 0,3 mL do subcultivo em BHI. Foram consideradas positivas
as amostras que apresentaram formacédo de codgulo. A deteccdo da coagulase funciona como um
marcador para diferenciar cepas de S. aureus das demais espécies do género, sendo que sua
presenca caracteriza-se como uma identificacdo presuntiva de S. aureus, e é um forte indicio, porém
nédo conclusivo de que as cepas de Staphylococcus coagulase positiva sejam S. aureus (CASTRO et
al., 2007).

3 Resultados

Os resultados das analises microbioldgicas das amostras de queijo Minas Frescal estdo
exibidos na tabela 1.

Com relagdo a contagem de coliformes termotolerantes, observou-se que 21 amostras
(52,5%) estavam fora do padrdo da legislacdo (< 5.10° NMP.g?) . Quanto & presenca de
Staphylococcus coagulase positiva, 18 amostras (45,0%) estavam em desacordo com a legislacdo
em relacdo a sua contagem, uma vez que o limite é < 5.10° UFC. g™

No conjunto de amostras do presente trabalho, 30 (75,0%) estavam impréprias para o

consumo, por apresentar-se fora dos padrées em pelo menos uma das analises bacteriologicas. Esse
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resultado corrobora estudos de analises microbioldgicas recentes, os quais relatam altos indices de

amostras fora dos padrdes estabelecidos pela legislagéo.

Tabela 1 - Determinacédo de coliformes totais, coliformes termotolerantes e Staphylococcus aureus coagulase
positiva nas 40 amostras de queijo Minas Frescal avaliadas

Amostra NMP.g™" de Coliformes NMP.g™ de Coliformes UFC.g™ de Staphylococcus
totais termotolerantes coagulase positiva
1 >1,0.10* >1,0.10* Ausente
2 >1,0.10* >1,0.10* 8,8.10*
3 >1,0.10* 9,3.10° Ausente
4 >1,0.10* 3,6.10" Ausente
5 >1,0.10* >1,0.10* Ausente
6 >1,0.10* >1,0.10* Ausente
7 >1,0.10* 2,4.10° Ausente
8 >1,0.10* >1,0.10* Ausente
9 >1,0.10* Ausente Ausente
10 >1,0.10* 4,3.10° 1,7.10°
11 >1,0.10* 4,6.10° Ausente
12 >1,0.10* >1,0.10* Ausente
13 >1,0.10* 4,6.10° 1,6.10*
14 >1,0.10* 2,0.10? 1,72.10°
15 >1,0.10* 9,3.10° 3,12.10°
16 >1,0.10* 2,1.10° 2,96.10°
17 >1,0.10* 2,1.10? 3,5.10*
18 >1,0.10* Ausente 3,8.10°
19 >1,0.10* 1,1.10* 2,54.10°
20 Ausente Ausente 2,9.10?
21 Ausente Ausente Ausente
22 Ausente Ausente Ausente
23 Ausente Ausente Ausente
24 Ausente Ausente Ausente
25 >1,0.10* Ausente Ausente
26 >1,0.10* Ausente 1,04.10*
27 >1,0.10* Ausente 2,4.10*
28 >1,0.10* 3,6.10" 2,1.10*
29 >1,0.10* 7,5.10° 3,1.10*
30 >1,0.10* 1,5.10° Ausente
31 >1,0.10* 9,2.10* Ausente
32 >1,0.10* >1,0.10* Ausente
33 9,3.10* >1,0.10* Ausente
34 >1,0.10* >1,0.10* Ausente
35 4,3.10? >1,0.10* 4,7.10*
36 Ausente Ausente 1,12.10°
37 >1,0.10* 3,6.10! 1,52.10*
38 >1,0.10* >1,0.10* Ausente
39 >1,0.10* >1,0.10* 1,12.10*
40 >1,0.10* >1,0.10* 2,8.10°
Padrio Nao estabelecido 5,0.102 5,0.102

A contagem de coliformes totais, a 35 °C, ndo é exigida pela legislacdo sanitaria vigente. No
entanto, estes microganismos geralmente sdo contaminantes ambientais, sendo que sua contagem
elevada indica deficiéncia na qualidade higiénico-sanitaria do produto. Utilizando o padrdo para
coliforme termotolerante como parametro (< 5.10> NMP.g?), nota-se que 80% da amostras (32)

estariam acima deste valor. Esta elevada porcentagem de contaminacdo por coliformes totais é
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idéntica a relatada por Brant, Fonseca e Silva (2007) em amostras de queijo produzidas na regido do
Serro/MG.

Assim como ocorreu no presente trabalho, na avaliacdo de amostras de queijos Minas frescal
comercializadas em Frutal/MG, alguns autores também relatam altos indices de contaminacdo por
coliformes termotolerantes (fecais) em amostras de queijo Minas Frescal, comercializadas em
diversos municipios, de diferentes regides do pais.

Loguercio e Aleixo (2001), analisaram amostras comercializadas em Cuiabd/MT,
produzidas artesanalmente, e observaram que 93,3% estavam em desacordo com a legislacéo.

Salotti et al. (2006) observaram que das 30 amostras de queijo artesanal 5 (16,6%)
apresentaram-se dentro do padréo e 25 (83,3%) fora, enquanto que para o queijo inspecionado, 10
(33,3%) estavam dentro e 20 (66,7%) fora. Pode-se observar um nimero muito alto de amostras (45
ou 75%) que ndo se enquadram nos padrbes permitidos pela Anvisa. Os autores ressaltaram que 0s
coliformes fecais pertencem a um grupo de micro-organismos que tem habitat no trato intestinal do
homem e outros animais, portanto sua presenca neste alimento garante contato direto do produto
com fezes, evidenciando assim o risco para a satde dos consumidores, devido a alta patogenicidade
do microrganismo.

Ainda de acordo com dados relatados por Salotti et al. (2006), Oliveira et al. (1998)
analisaram 32 amostras de queijo minas frescal, inspecionadas pelo Servico de Inspecdo Federal e
observaram que 9,4% das amostras estavam fora do padrdo permitido para o produto. J& Rodrigues
et al. (1995), verificaram que 89,2% das amostras de queijo minas frescal comercializados em
Vicosa (MG), apresentaram presenca de coliformes fecais acima do limite permitido pela
legislacdo. Os autores atribuiram este resultado ao fato da maioria das amostras serem provenientes
de fabricacdo artesanal. Cruz et al. (1992) encontraram percentuais superiores, pois 98,1% das
amostras de queijo minas frescal, por eles analisadas, apresentaram-se acima do padrdo maximo
estabelecido para coliformes fecais.

As bactérias do grupo coliforme sdo consideradas como uma dos principais agentes
contaminantes em queijos, estando associados a sua deterioracdo, causando fermentagdes anormais
e estufamento precoce dos produtos, alem de intoxicagdes alimentares (OKURA et al., 2002). Por
estes motivos, devem ser obedecidas as normas estabelecidas para fabricacdo, além de serem
adotadas praticas higiénico-sanitarias, de forma a prevenir possivel contamina¢do ou
recontaminagéo do produto .

Assim como ocorreu nas amostras avaliadas no presente trabalho, alguns autores também
relatam altos indices de contaminagdo por Staphylococcus coagulase positiva em amostras de queijo
Minas Frescal avaliadas. Rocha et al. (2006), relataram que seis em sete marcas de queijo-de-minas

frescal, verificaram indices de contaminacdo por S. aureus acima do recomendado. Loguercio e
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Aleixo (2001), ao pesquisarem queijo-de-minas frescal, encontraram 97% de amostras em
desacordo com a legislacdo em relacdo a contagem deste micro-organismo.

Silva (1998), em trabalho semelhante, verificou que de 60 amostras de queijo minas frescal
examinadas na cidade do Rio de Janeiro, 38,4% apresentaram contagem de Staphylococcus aureus
superiores a 10°UFC/g, enquanto que Mandil et al. (1993) constataram que 67% das amostras do
mesmo produto apresentaram contagens deste micro-organismo variando de 10' a 10°UFCIg.
Valores superiores ao padrdo aceitavel para Staphylococcus coagulase positiva também foram
encontrados por Wendpap e Rosa (1993) quando avaliaram a presenca do agente no queijo minas
frescal consumido em Cuiaba (MT) (SALOTTI et al., 2006).

Cerca de 20 a 60% da populacéo pode ser portadora de S. aureus sem apresentar sintomas. O
periodo de incubacdo médio da intoxicacao estafilococica é de 2 a 4 horas (30 minutos a 8 horas).
Os sintomas sdo geralmente agudos e se caracterizam por nauseas e vomitos, célicas abdominais e
diarréia (GERMANO; GERMANO, 2001). Embora a Staphylococcus aureus tem sido envolvida
em diversos casos de intoxicacdo alimentar em todo o mundo, o queijo Minas frescal desponta
como um dos principais alimentos contendo essa bactéria patogénica (BANNERMAN, 2003;
FERNANDES et al., 2006).

4. Concluséo

A anélise microbioldgica das amostras de queijos Minas Frescal comercializadas em Frutal/MG
demonstrou que 75% delas encontravam-se fora dos padrdes estabelecidos pela legislagdo para os
micro-organismos avaliados, o que reforca a necessidade de implantacdo de medidas de melhorias na

sua producdo e/ou comercializagdo, visando garantir sua qualidade e a saude dos consumidores.
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Abstract

The Minas Frescal cheese has greater susceptibility to contamination by toxic substances and
pathogenic microorganisms that may be present in milk or in some way have been conveyed during the
processes of production, storage and distribution. Several microorganisms can be found contaminating
Frescal Minas cheese, among them total and thermo tolerant coli forms and Staphylococcus. This study
aimed to assess the microbiological quality of Minas Frescal cheese samples marketed in Frutal/MG. In
the period from September 2010 to June 2011, 40 samples collected at fairs and supermarkets in the
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city were evaluated, through the determination of total and thermotolerant coliforms and coagulase
positive Staphylococcus. Of the 40 samples tested, 21 (52.5%) were outside the standards for fecal
coliform count and 18 (45.0%) for coagulase positive Staphylococcus. Altogether, 30 samples (75.0%)
were unfit for consumption, for present outside the standards in at least one of the bacteriological
analysis. The results demonstrated the need to adopt measures to improve the quality of the cheese sold
as well as to ensure the health of consumers.

Keywords: Minas frescal cheese; coliforms; coagulase positive Staphylococcus.
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