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RESUMO

JUNIOR, Luiz Hermes da Silva. LIMA, Helenice Gonzalez de. NARDES,
Rosane Elira Ferrazza. Elaboracdo e caracterizagcdo fisico-quimicas e
microbioldogicas de queijos artesanais de leite cru e pasteurizado.
Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo em Nutricdo) — Faculdade de
Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

O queijo Minas Frescal pode ser elaborado de maneira industrial ou
artesanal e constitui-se como parte da cultura alimentar de todo pais. O queijo
de origem artesanal geralmente é feito de leite cru e pouco se observa as
condicdes de higiénicas sanitarias necessérias na hora do processamento, o
que pode ocasionar maior contaminacéo. O objetivo desse trabalho foi elaborar
dois queijos Minas Frescal um com leite cru e outro de leite pasteurizado
caracterizando-os através de analises fisico-quimicas e microbioldgicas. O leite
e 0s queijos foram obtidos respectivamente da ordenha e elaborados no
Nucleo Tecnolégico do Leite (NTL) e do Centro Agropecuario da Palma (CAP)
da Universidade Federal de Pelotas. As analises centesimais ocorreram no
primeiro dia apds a producdo e nos dias 1, 15 e 30 foram realizadas as
microbiolégicas: contagem de coliformes totais, coliformes termotolerantes e
contagem de Staphylococcus coagulase positiva e ainda, pesquisa de
Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes e contagem de Lactobacillus spp.
Os dados obtidos para analises fisico-quimicas encontraram-se dentro dos
valores fixados pelo Regulamento Técnico de Ildentidade e Qualidade dos
Queijos estabelecidos pela portaria 146/96 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), porém 0s queijos enquadraram-se como
magros, e os dados para coliformes totais e termotolerantes foram de >
1,1X10* MNP/g e 4,6X10> MNP/g respectivamente, quando se analisou os
queijos no dia 1. O primeiro valor oriundo do queijo de leite cru e o segundo
para queijo de leite pasteurizado estando, portanto, o primeiro fora dos limites e
0 segundo dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo para queijos
conforme regulamento da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Nos 30 dias houveram um decréscimo na contagem de coliformes totais e
termotolerantes para queijos de leite cru, isso se deve-se a diminuicdo do pH
ficando o meio desfavoravel para crescimento das mesmas provavelmente pela
presenca dos Lactobacillus ssp. presentes no queijo. Para a pesquisa de
Salmonela ssp e Listeria monocytogenes houve auséncia em ambos 0s queijos
analisados demonstrando estar de acordo com a legislagdo vigente. Assim,
esse estudo indica a importancia do tratamento térmico do leite para queijos
artesanais.

Palavras-chave: queijo Minas Frescal, queijo artesanal, contaminacéo,
microbiologia, composi¢éo centesimal.



ABSTRACT

JUNIOR, Luiz Hermes da Silva. LIMA, Helenice Gonzalez de. NARDES,
Rosane Elira Ferrazza. Elaboration and physical-chemical and
microbiological characterization of artisanal cheeses of raw and
pasteurized milk. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Nutricdo)
— Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

The Minas Frescal cheese can be processed in an industrial or
artisanal way and is part of the food culture of the whole country. The artisanal
cheese is usually made from raw milk and the hygienic sanitary conditions
necessary at the time of processing are not observed, which can lead to greater
contamination. The objective of this study was to prepare two Minas Frescal
cheeses, one with raw milk and the other with pasteurized milk, characterized
by physical-chemical and microbiological analyzes. Milk and cheeses were
obtained from the milking and elaborated at the Milk Technological Center
(MTC) and at the Agricultural and Livestock Center of Palma (ALCP) of the
Federal University of Pelotas. The centesimal analyzes occurred on the first day
after production and on days 1, 15 and 30 the microbiological tests were
performed: total coliforms counts, thermotolerant coliforms and Staphylococcus
coagulase positive, and Salmonella spp. and Listeria monocytogenes and
Lactobacillus spp. The results obtained for physico-chemical analyzes were
within the values established by the Technical Regulation on Identity and
Quality of Cheeses established by Administrative Rule 146/96 of the Ministry of
Agriculture, Livestock and Food Supply (MALFS) and data for total and
thermotolerant coliforms were Of >1.1X10* MNP/g and 4.6X102 MNP/g
respectively, when the cheeses were analyzed on day 1. The first value came
from raw milk cheese and the second from pasteurized cheese was therefore
the first outside the limits and the second within the limits established by the
legislation for cheeses according to regulation of the Brazilian National Health
Surveillance Agency (ANVISA). In the 30 days there was a decrease in the total
and thermotolerant coliform counts for cheeses of raw milk, this is due to the
decrease of pH being the medium unfavorable for growth of the same probably
by the presence of Lactobacillus ssp. on cheese. For the research of
Salmonella ssp. and Listeria monocytogenes there was absence in both
cheeses analyzed proving to be in accordance with the current legislation.
Thus, this study indicates the importance of the thermal treatment of milk for
artisanal cheeses.

Keywords: Minas Frescal cheese, artisanal cheese, contamination,
microbiology, centesimal composition.
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1 INTRODUCAO

O leite € um fluido biolégico de elevado valor nutricional para as
espécies mamfiferas. Ao ser extraido da glandula mamaria de animais sadios’.
O leite e 0 queijo, permitiram que as populacées sobrevivessem, superando
periodos da histéria da humanidade de extrema escassez de alimentos?,
nutricionalmente o queijo preserva grande fonte de proteinas de alta qualidade,
com alto percentual de gordura, calcio, fésforo e vitamina A3 Dentre os
derivados do leite o0 queijo € o campedo de consumo no Brasil, sendo
produzidos tanto em grande escala, na forma industrializada quanto
artesanalmente, em muitas vezes se difere por ser elaborados com leite cru.*

O consumo de queijos nacionais no Brasil é principalmente de queijos
frescos, comuns padronizados, com pouco tempo de maturagao, tendo um de
seus principais representantes o queijo Minas Frescal.}%

Segundo o Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e
Qualidade do Queijo Minas Frescal, entende-se por “Queijo Minas Frescal’, o
queijo fresco obtido por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acdo de
bactérias lacticas especfficas”®

Por ser de fabricacdo simples e de baixo custo, o queijo Minas Frescal
representa a maioria dos queijos comercializados em feiras livres, bares e
mercearias, sendo armazenados em sacos plasticos comuns, amarrados ou
fechados com um fecho metalico, sem usar vacuo, por este produto apresentar
elevado rendimento na fabricacdo, é comercializado a preco acessivel a uma
grande faixa da populacéo®’®. Este tipo de queijo é caracterizado pelo alto teor
de umidade, massa branca, consisténcia mole, textura fechada com algumas
olhaduras irregulares, sabor suave a levemente &cido. Tem elevado valor
nutritivo com grande concentracdo de proteinas, sais minerais e vitaminas além
de ser rico em fésforo e célcio®.

A legislacdo brasileira é clara na exigéncia da utlizacdo de leite
pasteurizado no seu preparo, apesar de que € com frequéncia a
comercializacdo desses queijos fora das especificacbes estabelecidas®?.

Quando este produto é fabricado de forma artesanal, por pessoas nao



treinadas, pode ocorrer a contaminagdo por diversos microrganismos,
comprometendo tanto a sua qualidade como a seguranca da saude do
consumidor. Por este motivo, as praticas higiénicas devem ser observadas com
rigor, para prevenir uma possivel contaminacdo ou re-contaminacdo do
produto. Além disso, por ndo ser maturado, € um produto perecivel, devendo

ser consumido rapidamente apds curta estocagem em ambiente refrigerado™®.

A ingestdo de queijos com condi¢cOes inadequadas para consumo pode
trazer graves consequéncias para a populacdo, sendo, portanto, um problema

de Saude Publica

Os grupos de coliformes totais e fecais que colonizam o trato intestinal
de animais de sangue quente, incluindo os humanos, e tém sido empregados
como indicadores de qualidade higiénica por muitos anos'*Apesar das
controvérsias com relacdo aos microrganismos mais representativos da
qualidade sanitdria de um produto alimenticio, os coliformes em geral, a
Escherichia coli e os Estafilococcus, tém merecido maior consideracdo®® De
acordo com ANDREWS et al. a despeito dos coliformes serem ou néo
inadequados indicadores da seguranca microbioldgica da agua e alimentos, 0s
membros desse grupo continuam sendo usados internacionalmente para esse
fim.*°

Diante disto, este estudo tem como objetivo analisar as diferencas
microbiolégicas e fisico-quimicas de queijos elaborados artesanalmente a partir

de leite cru e pasteurizado

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral.

Caracterizar queijos Minas Frescal produzidos artesanalmente a partir

de leite cru e leite pasteurizado.

2.2 Objetivos Especfficos.

Elaboragéo de queijos Minas Frescal de leite cru e de leite pasteurizado



Avaliar pelos tpardmetros fisico-quimicos (composicdo centesimal) e

microbioldgicos: averiguacdo das condi¢cdes higiénicas sanitarias.

3 HIPOTESE

Estabelecer a importancia da pasteurizacdo do leite na
elaboracdo de queijos artesanais, garantindo ao consumidor um produto

qualidade.



4 PROJETO DE PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Faculdade de Nutricao

» 2,

\VE
ol ”.S‘/o
Shio1ad>

P

#s-gRAS™

PROJETO DE CONCLUSAO DE CURSO

Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica de queijos artesanais de

leite cru e pasteurizado

Luiz Hermes da Silva Junior

Pelotas, 2017


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=&url=http://guaiaca.ufpel.edu.br/&psig=AFQjCNEe5G21HKRvVmioQE_eLhxYWikaoQ&ust=1466227838511153

Luiz Hermes da Silva Junior

Caracterizacgéo fisico-quimica e microbiolégica de queijos artesanais de

leite cru e pasteurizado

Trabalho de Conclusédo
apresentado ao Curso de Nutricdo
da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial a
aquisicao do titulo de Bacharel em

Nutricao.

Orientadora: Rosane Elvira Ferrazza Nardes

Corientadora: Helenice Gonzalez de Lima

Pelotas, 2017



1 INTRODUCAO

O leite é um fluido bioldégico de elevado valor nutricional para as espécies
mamfferas. Ao ser extraido da glandula mamaria de animais sadios®. O leite e
0 queijo, permitiram que as populagdes sobrevivessem, superando periodos da
histéria da humanidade de extrema escassez de alimentos?, nutricionalmente o
qgueijo preserva grande fonte de proteinas de alta qualidade, com alto
percentual de gordura, célcio, fésforo e vitamina A3. Dentre os derivados do
leite 0 queijo é o campedo de consumo no Brasil, sendo produzidos tanto em
grande escala, na forma industrializada quanto artesanalmente, em muitas
vezes se difere por ser elaborados com leite cru.*

O consumo de queijos nacionais no Brasil é principalmente de queijos
frescos, comuns padronizados, com pouco tempo de maturagdo, tendo um de
seus principais representantes o queijo Minas Frescal'®*!.

Segundo o Regulamento Técnico para Fixacdo de Ildentidade e Qualidade
do Queijo Minas Frescal, entende-se por “Queijo Minas Frescal’”, o queijo
fresco obtido por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acdo de
bactérias lacticas especfficas®.

Por ser de fabricagdo simples e de baixo custo, o queijo Minas Frescal
representa a maioria dos queijos comercializados em feiras livres, bares e
mercearias, sendo armazenados em sacos plasticos comuns, amarrados ou
fechados com um fecho metalico, sem usar vacuo, por este produto apresentar
elevado rendimento na fabricacdo, é comercializado a preco acessivel a uma
grande faixa da populacdo®’®. Este tipo de queijo é caracterizado pelo alto teor
de umidade, massa branca, consisténcia mole, textura fechada com algumas
olhaduras irregulares, sabor suave a levemente acido. Tem elevado valor
nutritivo com grande concentragdo de proteinas, sais minerais e vitaminas além
de ser rico em fosforo e célcio®.

A legislacéo brasileira é clara na exigéncia da utilizacado de leite pasteurizado
no seu preparo, apesar de que € com frequéncia a comercializacdo desses
queijos fora das especificacdes estabelecidas®>. Quando este produto é

fabricado de forma artesanal, por pessoas nao treinadas, pode ocorrer a
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contaminagcdo por diversos microrganismos, comprometendo tanto a sua
qualidade como a seguranca da saude do consumidor. Por este motivo, as
praticas higiénicas devem ser observadas com rigor, para prevenir uma
possivel contaminacédo ou re-contaminacdo do produto. Além disso, por ndo ser
maturado, € um produto perecivel, devendo ser consumido rapidamente ap6s

curta estocagem em ambiente refrigerado™.

A ingestdo de queijos com condi¢cdes inadequadas para consumo pode
trazer graves consequéncias para a populacdo, sendo, portanto, um problema

de Saude Publica

Os grupos de coliformes totais e fecais que colonizam o trato intestinal de
animais de sangue quente, incluindo os humanos, e tém sido empregados
como indicadores de qualidade higiénica por muitos anos'*Apesar das
controvérsias com relacdo aos microrganismos mais representativos da
qualidade sanitdria de um produto alimenticio, os coliformes em geral, a
Escherichia coli e os Estafilococcus, tém merecido maior consideracdo®® De
acordo com ANDREWS et al. a despeito dos coliformes serem ou néo
inadequados indicadores da seguranca microbioldgica da agua e alimentos, 0s
membros desse grupo continuam sendo usados internacionalmente para esse
fim.*°

Diante disto, este estudo tem como objetivo analisar as diferencas
microbioldgicas e fisico-quimicas de queijos elaborados artesanalmente a partir

de leite cru e pasteurizado.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral.

Caracterizar queijos produzidos artesanalmente a partir de leite cru e leite

pasteurizado.

2.2 Objetivos Especfficos.

Elaborar queijo Minas Frescal de leite cru;
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Elaborar queijo Minas Frescal de leite pasteurizado;
Realizar analises fisico-quimicas nos queijos cru e pasteurizado;

Realizar analise microbiolégica nos queijos cru e pasteurizado.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com o objetivo de aumentar os conhecimentossobre o assunto em
pesquisa (Queijo Minas Frescal) procurouOse varios artigos sobre incluindo
os de andlises fisico-quimicas e microbiolégicas com buscas embase de
dados como Google académico, legislacdo (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e outras

especificas para queijos Minas Frescal) e biblioteca virtual.

Foram utilizados os seguintes termos de busca:

Queijo Minas Frescal
Elaboracéo de queijo artesanal
Analise microbioldgica

Analise fisico-quimica

4 MATERIAS E METODOS

4.1 A obtencao do leite para a elaboracdo do queijo

O leite ser& obtido através de ordenha mecanica do Centro Agropecuario
da Palma (CAP), da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). Alguns litros de
leite integral, 6 litros, serdo transportados em condicbes assépticas para o
Laboratério do Nucleo Tecnolégico do Leite (NTL) do CAP. Em seguida, serédo
separados 3 litros de leite em recipientes diferentes para elaboragao posterior
dos queijos. Sendo que 3 litros permaneceram como leite cru e 3 litros foram
pasteurizados por pasteurizacdo lenta em recipiente adequado com

temperatura de 62° a 65°C por 30 minutos.

4.2. Elaboracdo dos queijos artesanais

12



A partir dos trés litros de leite cru em recipiente adequado sera
elaborado o queijo artesanal de leite cru, aquecido a 37°C e acrescentado
coalho enzimético na propor¢cdo adequada do rétulo que foi de 0,9 ml/L, fara
aproximadamente uma homogeneizacdo por 3 minutos tanto para o leite cru
como o coalho. Sera colocado em uma estufa a 37°C por 40 a 50 minutos até o
ponto de corte da coalhada depois de transcorrido o tempo, onde cortara a
coalhada em cubos, mexeu-se lentamente e manteve-se a mesma temperatura

de 37°C por 50 minutos, até que os graos pudessem ser enformados.

O queijo artesanal sera feito em recipiente adequado com leite
elaborado por pasteurizacdo lenta, aquecido a 37°C por 40 a 50 minutos até o
ponto de corte da coalhada. Depois de transcorrido o tempo corta-se a
coalhada em cubos de 2-3 cms, proprio para elaboracdo de queijo Minas
Frescal, mexendo lentamente e mantendo a mesma temperatura de 37°C por
50 minutos até o ponto adequado para enformagem na forma apropriada e

obtendo-se o queijo mantendo-o a temperatura de 5 a 7°C.
4.3. Andlises Fisico-Quimicas dos Queijos

As amostras dos queijos Minas frescal de leite cru e de leite
pasteurizado deverdo ser transportadas em condicbes assépticas até o
Laboratério de Bromatologia da Faculdade de Nutricdo da UFPel, onde
realizard as andlises fisico-quimicas da composicdo centesimal através da
metodologia do Instituto Adolfo Lutz. Conforme descritos a seguir:

Determinacdo de gorduras: extrator tipo Soxhlet / éter de petroleo.

Determinacdo de umidade: secagem direta, estufa a 105 °C./6 horas
até peso constante.

Determinacdo de cinzas: carbonizadas e incineradas em mufla a
550°C/ 6 horas, cinzas brancas e peso constante.

Andlise de proteina: determinacdo da quantidade de nitrogénio proteico
pelo método de Kjeldahl, utilizando para o calculo das proteinas o fator de
correcao de 6,25.

Determinacdo de carboidratos:por diferenca das andlises

centesimais.Utilizado a equacéo a seguir:

13



Carboidrato = 100 - (proteina + gordura + umidade + cinzas)

4.4 Andlises microbiolégicas

As andlises microbiolégicas serdo realizadas usando as técnicas
propostas pela APHA™X. As diluicies e semeaduras ocorrerdo de forma
asséptica a fim de evitar contaminacdes e, portanto, alterar o resultado na

analise.

As diluicdbes sdo necessérias para a possivel contagem por técnica
visual, foram feitas de forma seriadas da forma pura, uma vez que a
semeadura direta pode resultar em um numero muito alto de colbnias, ndo

permitindo separar uma colbnia da outra durante o processo de contagem.

As diluicbes seriadas deverao ser feitas utilizando 25 gramas da amostra
de queijo em 225 mL da solucdo diluente estéril (solucdo salina peptonada
0,1%). Colocando em Stomacher por 60 segundos. Considera-se a amostra
pura como 10°. Retirando 1 mL dessa diluicdo resultando assim em uma
diluicdo 10-t. Inoculando 1 mL da diluicdo em 9 mL de solucdo diluente, foi
obtida a diluida 10-2, repetindo esse processo por mais uma vez para obtencao

da diluicdo 10, De acordo com a metodologia de TIMM et. al.
4.4.1 Contagem de coliformes totais e temotolerantes

A técnica utilizada foi a do nimero mais provavel (NMP) é um método
estatistico que estima o0 nuimero mais provavel de bactérias presentes no
alimento. E necesséaria uma etapa presuntiva a fim de favorecer a multiplicacio
de coliformes injuriados e uma etapa seletiva para diferenciar coliformes totais
e termotolerantes. As contagens finais sdo obtidas com uso de uma tabela de

correspondéncia estatistica, tabela em anexo.

A etapa presuntiva refere-se a contagem de coliformes pelo método
NMP que foi utilizado o caldo Lauril Sulfato de Sodio (LSB, Lauryl Sulfate
Broth), em tubos de ensaio na presenca de tubos de Durhan invertidos,
permitindo que os coliformes utilizem a lactose e formem gas que aparecera

dentro dos pequenos tubos. O tubo serd considerado positivo presuntivamente
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guando os Durhan apresentarem gas em pelo menos 10% de seu interior. A
etapa seletiva foi realizada separadamente para coliformes totais e
termotolerantes, os tubos considerados positivos na etapa presuntiva (NMP),
foram replicados para o caldo Verde Brilhante (VB) e caldo Escherichia coli
(EC), o VB seréa incubado a 37°C por 48 horas. A leitura realizard observando-
se a presenca de gas e considerando a positividade dos tubos, os resultados
foram levados a uma tabela de nimero mais provavel. O resultado estara

expresso em NMP/g.
4.4.2 Pesquisa de Salmonella spp

Serdo pesados e homogeneizados 25 g da amostra e misturada em 225
mL de Agua Peptonada Tamponada incubado a 36+ 1°C por 16 a 20 horas.
Este meio ndo seletivo possui peptona, cloreto de sddio e fosfato dissddico e
monopotassico, 0 que favorece a recuperacao de células bacterianas injuriadas
e a sua multiplicacdo. Posteriormente, foi realizado o enriquecimento seletivo,
sendo transferida uma aliquota de 1 mL para um tubo de ensaio, contendo 10
mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) e 0,1 mL contendo 10 mL de caldo
tetrationato, incubados em banho maria a 42° C, por 24 horas. A partir do
crescimento no meio de enriqguecimento seletivo, aliquotas do indculo foram
semeadas em placas contendo agar verde-brilhante vermelho-de-fenol-lactose-

sacarose e em agar XLD e incubados a 37° C por 24 horas.

No enriquecimento seletivo foi aplicado 2 tipos de caldo, o RV tem
presente verde malaquita e de cloreto de magnésio que atuaram como,
agentes seletivos, enquanto a presenca de triptona, cloreto de sodio e fosfato
monopotassio favorecem e estimulam a multiplicacdo de Salmonella.J4 no
caldo TT, a seletividade é pelo verde brilhante, pelos sais biliares e pelo iodeto
de potassio, e o favorecimento da Salmonella pela polipeptona, carbonato de

célcio e tiossulfato de sédio.

7

O isolamento é baseado em colbnias tipicas de salmonelas,
utilizasse duas placas com semeadura em meio XLD e outra de BPLS. Em
ambos os meios de cultura o reagente de cor € o vermelho de fenol e a
semeadura é feita por esgotamento na superficie das placas com incubacéo

em estufa a 36+ 1°C por 24 horas. ApOs a incubacdo verificou-se se houve
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crescimento de colbnias com aspecto compativel com Salmonella. No XLD séo
observados em colbnias rosas algumas colonias se apresentam enegrecidas.
No BPLS as coldnias sédo incolores ou rosadas entre translicida a ligeiramente
opacas agar e ainda pode apresentar colénias com coloracdo verde/

amarelada. As colbnias isoladas ndo eram caracterizadas de Salmonella.
4.4.3 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Apos ter feito as devidas diluicbes do queijo em Solugcdo Salina,
inoculou-se 0,3 e 0,4 mL em trés placas com meio agar Baird-Parker, com o
auxilio de alca de Drigalski ou bastdo do tipo hochey, espalhando o inoculo por
toda superficie do meio até sua completa absorcdo. As placas foram incubadas
invertidas a 36+ 1°C por 30 a 48 horas, havendo o crescimento de
Staphylococcus, a caracteristica esperada sera de colénias negras rodeadas

ou ndo por alo de opacidade e alo branco.

A leitura foi realizada em placas de 20 a 200 colénias, selecionou-se 3
colénias caracteristicas de colbnias tipicas e atipicas de cada placa e inoculou-
se em caldo de crescimento BHI (Brain Heart Infusion). Os tubos foram
incubados de 36+ 1C° por 24 horas. Os tubos com turvamento foram utilizados
para a realizagdo da prova da coagulase, utilizando plasma de coelho 36 + por
6 horas, no decorrer do tempo, a presenca de coagulos deve ser verificada
periodicamente pois o0 coagulo podera ser desfeito devido a presenca de outra
enzima produzida por SCP, estafiloquinase. Com o resultado do teste da

coagulase foi feito uma regra de trés, e obtidas as contagens.
4.4.4 Pesquisa de Listeria monocytogenes.

Primeiramente realizard o enriquecimento seletivo primario pesados
assepticamente 25 g da amostra e acrescentados 225/mL de caldo (UVM,
Modified Listeria Enrichment Broth). Em seguida, homogeneizados em

stomacher por 60 segundos e incubados a 30 = 1°C por 24 horas.

Posteriormente prepara-se 0 enriquecimento seletivo secundario,
obtendo-se 0,1 mL da cultura do caldo UVM e transferido para um tubo
contendo 10 mL de caldo Fraser incubando a 30 + 1°C, 24 a 48 horas, apés

incubagéo o caldo passa da coloragcdo amarelada para marrom escura. A partir
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deste caldo foi feito o isolamento onde uma aliquota foi replicada para placas
de agar Oxford e de agar Palcam, utilizando a semeadura de esgotamento, de
forma a proporcionar a obtencdo de colbnias isoladas. As placas foram
incubadas a 30 = 1°C por 24 a 48 horas. Se houve presenca de Listeria ssp. no
agar Palcam aparecerd colbnias verdes—amareladas ou verdes-acinzentadas,
rodeadas por zonas escuras. No agar Oxford as colénias de Listeria ssp.
apresentam se pretas rodeadas halo negro ou escuro a confirmagao da Listeria
sspé feita pela prova da catalase onde se coloca em uma placa de petry uma
lamina de vidro, uma gota de peroxido de hidrogénio a 3% misturado a uma
colénia captada com ajuda da alca de platina a presenca de bolhas de oxigénio

¢ catalase positiva indicando a presenca de Listeria.

Nas amostras testadas ndo houve o0 crescimento de colonias

caracteristicas, sendo interrompida analise.
4.4.5 Contagem de Lactobacilos

A contagem de Lactobacilos sera realizada em agar rogosa (Oxoid)
conforme metodologia preconizada por Rogosa et al. Colocando 1 mL de cada
diluicdo nas respectivas placas de Petri e acrescentado o0 meio,
homogeneizado. Apds salidificacdo do meio, serd colocado uma cobertura de
agar para favorecer o crescimento dos lactobacilos (microaerdfilos). Este meio

deve ser incubado a 30°C por cinco dias.
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5 RELATORIO DE CAMPO

O trabalho realizado neste estudo inicialmente apresentou algumas
dificuldades, as quais ndo estavam previstas como a mufla do Laboratério de
Bromatologia da Universidade Federal de Pelotas que estava danificada, sendo
realizada em outro local. Todas as atividades previstas foram realizadas como
preconizadas. Através desse estudo adquiriu-se o conhecimento sobre
diversas técnicas microbiolégicas especificas para queijos, sendo pouco
desenvolvidas durante a graduacdo em Nutricdo. Ressalto que foi de suma
importancia toda a experiéncia adquirida no decorrer do Trabalho de Concluséao
de Curso.
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6 ARTIGO

Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista de Nutricdo.
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RESUMO

Objetivos

Caracterizar queijos Minas Frescal produzidos artesanalmente a partir
de leite cru e leite pasteurizado nos parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos.

Métodos

Foram separados trés litros de leite em recipientes diferentes para
elaboracédo posterior dos queijos, ap0s a ordenha mecéanica. Sendo que trés
litros permaneceram como leite cru e trés litros foram pasteurizados por
pasteurizacdo lenta de forma artesanal. As analises centesimais ocorreram no
primeiro dia ap0s a producdo e nos dias 1, 15 e 30 foram realizadas as
microbioldgicas: contagem de coliformes totais, coliformes termotolerantes e
contagem de Staphylococcus coagulase positiva e ainda, pesquisa de
Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes e contagem de Lactobacillus spp.

Resultados

Os dados obtidos para andlises fisico-quimicas encontraram-se dentro
dos valores fixados pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos
Queijos estabelecidos pela portaria 146/96 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), porém 0s queijos enquadraram-se como
magros. Perante os dados para coliformes totais e termotolerantes, o queijo de
leite cru enquadra-se fora dos limites estabelecidos pela legislacdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Nos 30 dias houveram um
decréscimo na contagem de coliformes totais e termotolerantes para queijos de
leite cru, isso se deve-se provavelmente pela presenca dos Lactobacillus ssp.
presentes no queijo. Para a pesquisa de Salmonela ssp. e Listeria
monocytogenes houve auséncia em ambos 0s queijos analisados
demonstrando estar de acordo com a legislacao vigente.

Concluséo

Assim, esse estudo indica a importancia do tratamento térmico do leite
para queijos artesanais para aquisicdo de produtos sem riscos a saude do
consumidor.

Palavras-chave: queijo Minas Frescal, queijo artesanal, contaminacéo,
microbiologia, composicéo centesimal.
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INTRODUCAO

O leite e seus derivados merecem grande destaque na mesa da
populacdo brasileira por fazerem parte do grupo de alimentos de grande valor
nutricional, uma vez que sdo fontes consideraveis de proteinas de alto valor
biolégico e gorduras, além de conterem vitaminas e sais minerais*. Conforme
estudos da Food and Agriculture Organization (FAO)%0 consumo habitual
desses alimentos é recomendado por serem fontes de calcio, fundamental na
formacg&o e na manutencdo da estrutura éssea do organismo.

Existem trés maneiras de o leite fluido chegar a mesa dos consumidores,
industrializado esterilizado, pasteurizado e ainda de leite cru. A pasteurizagao
pode ser rapida utilizando temperaturas entre 72°C e 75°C, por cerca 15 a 20
segundos, e /ou pasteurizagao lenta 62 a 65°C por 30 minutos, esse tratamento
térmico elimina os microrganismos patogénicos do leite, porém uma grande
quantidade de saprofiticos se mantém vivos™ “.

Entre os derivados do leite, o queijo é o mais consumido no Brasil. A arte
da fabricacdo de queijo teve inicio ha milhares de anos, surgindo a partir da
domesticacdo de animais produtores de leite®. O principio basico da fabricacéo
de queijo € comum a quase todos os tipos, mas existem muitas variacdes
dependendo das racas produtoras de leite, tipo de fabricacdo e tempo de
maturacao®.

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Queijos
estabelecidos pela portaria 146/96 do (MAPA)®. “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 acao fisica do coalho, de enzimas especfficas,
de bactérias especificas, de &cidos orgéanicos, isolados ou combinados, todos
de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregagdo de substancias
alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente
indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes” .

O queijo Minas Frescal é tipicamente brasileiro, um dos mais
consumidos no pais. E um queijo com alto teor de umidade, consisténcia

branda, macia, odor suave e caracteristico, de excelente rendimento e
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consumo rapido’. Esse queijo é obtido por coagulacdo enzimatica ou &cida “.
Seu custo é relativamente baixo o que faz com que a procura no mercado se
torne viavel ao consumidor. O mercado brasileiro apresenta queijos com
qualidades definidas e existem os industrializados comuns, finos e os
artesanais’.

Esses queijos artesanais também chamados coloniais surgiram como
uma alternativa dos pequenos produtores para melhorar a renda familiar e
como geralmente € feito de leite cru pode apresentar todo o tipo de bactérias
inclusive as patogénicas®, por isso normas rigorosas de higiene e o
acompanhamento da saude dos animais, que déo origem a qualidade do leite,
bem como as condi¢des higiénicas sanitarias durante o processamento, devem
ser adequadas e acompanhados até a refrigeracdo e comercializacéo® por
isso. Criou-se a instrucdo normativa n°30/2013, para permitir que 0s queijos
artesanais tradicionalmente elaborados a partir de leite cru sejam maturados
por um periodo inferior a 60 (sessenta) dias, quando estudos técnico-cientificos
comprovarem que a reducdo do periodo de maturacdo ndo compromete a
qualidade e a inocuidade do produto™®.

O queijo Minas Frescal além de apresentar elevado teor de umidade e
ser altamente perecivel, passa por muita manipulacdo fornecendo condi¢cbes
mais propicias para a contaminagdo, sobrevivéncia e multiplicacdo bacteriana .
Muitas dessas bactérias podem ser patogénicas ou produzirem metabolitos
microbianos e causarem intoxicacdes e/ou infecgbes alimentares nos seres
humanos™.

A pasteurizagdo aplicada ao leite cru antes de ser utilizado na produgao
do queijo diminui a populacdo de microrganismos presentes, porém algumas
toxinas ndo sao inativadas, podendo causar intoxicagbes alimentares como
gastroenterites, e tornar um problema de salde publica. Os indicadores
microbiolégicos, comuns sdo os coliformes totais e coliformes
termotolerantes.®>%'2. A contaminacdo microbiana de queijos merece destacada
atencdo ao considerar bactérias patogénicas como Salmonella, Staphilococcus
e L. monocytogenes que sdo agentes causadores de enfermidades graves em
homens e animais™®

Tendo em vista os diferentes fatores que podem levar a contaminacao

do queijo, especialmente do tipo Minas Frescal pode-se dizer que é de suma
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importancia a analise microbiolégica desse alimento como forma de prevenir
riscos que este pode representar para a saude do consumidor. A composicao
centesimal que fornece as caracteristicas fisico-quimicas do queijo aliadas a
presenca de microrganismos sao fatores que indicam a qualidade ou as
possiveis alteragbes do queijo™.

O presente estudo teve como objetivo comparar as caracteristicas entre
0s queijos Minas Frescal elaborados com leite cru e leite pasteurizado, através
de andlises fisico-quimicas e microbiologicas, avaliando-se assim a qualidade

higiénica sanitaria dos queijos Minas Frescal produzidos artesanalmente.

METODOLOGIA
A obtencéo do leite para a elaboragéo do queijo

O leite foi obtido através de ordenha mecéanica das vacas do Centro
Agropecuario da Palma (CAP), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
Foram coletados seis litros de leite integral do tanque de leite em condi¢des
assépticas e levados até o laboratério do Nucleo Tecnoldgico do Leite (NTL) do
CAP. A seguir foram separados trés litros de leite em recipientes diferentes
para elaboragcdo posterior dos queijos. Sendo que trés litros permaneceram
como leite cru e trés litros foram pasteurizados por pasteurizacdo lenta em
panela adequada com temperatura de 62° a 65°C por 30 minutos, de forma

artesanal.

Elaboracdo dos queijos artesanais

A partir dos trés litros de leite cru em recipiente adequado foi elaborado
0 queijo artesanal de leite cru, aquecido a 37°C e acrescentado coalho
enzimatico na propor¢cdo adequada do rotulo que foi de 0,9 ml/L, mexeu-se por
aproximadamente por trés minutos para homogeneizacdo do leite cru com o
coalho. A seguir, colocou-se em uma estufa a 37°C por 40 a 50 minutos até o
ponto de corte da coalhada depois de transcorrido o tempo, cortou-se a
coalhada em cubos, mexeu-se lentamente e manteve-se a mesma temperatura

de 37°C por 50 minutos, até que os graos pudessem ser enformados.

O queijo artesanal de leite pasteurizado foi elaborado em recipiente
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adequado a partir do leite pasteurizado, aquecido a 37°C por 40 a 50 minutos

até o ponto de corte da coalhada. Depois de transcorrido o tempo cortou-se a

coalhada em cubos de 2-3 cm3, proprio para elaboracdo de queijo Minas

Frescal, mexeu se lentamente mantendo a mesma temperatura de 37°C por 50

minutos até o ponto adequado para enformagem. Colocou-se na forma

apropriada e obteve se 0 queijo que se manteve a temperatura de 5 a 7°C,

conforme o fluxograma abaixo®. A seguir foram realizadas as andlises fisico-

quimicas no dia 1 e microbiol6gicas nos quatro tempos.

Figura 1. Fluxograma da elaboracao do soro do queijo.

Recepcéo do Leite In Natura

NS

Leite Cru
3 litros

Pasteurizacéo
Lenta- 3 litros

NS
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Agquecimento a 37°C — 2,7 mL
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(homogeneizagao) por 3 min.

A\

Coagulacédo / 40 min. a 37°C na

estufa

\Y

Corte (cubos de 2-3 cm?3) e mexer a

massa/37°C por 30 a 40 min

>

Andlises fisico-quimicas dos queijos

Refrigeragéo de 7° a 10° C

N\

Embalagem

2

Enformagem / Expuls&o do soro

N\

Repouso e decantacdo da massa
(5-6 minutos)

Uma amostra de 80 gramas dos queijos Minas frescal de leite cru e de

leite pasteurizado foram transportadas, apds a aquisicdo, em condi¢cdes

assépticas e encaminhados para o Laboratério de Bromatologia da Faculdade
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de Nutricdo da UFPel/Pelotas, seguindo a Resolugédo - RDC n° 12, de 02 de
janeiro de 2001, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA ,onde
foram realizadas as analises fisico-quimicas da composicdo centesimal através
da metodologia do Instituto Adolfo Lutz**. Conforme descritos a seguir:

- Determinacéo de gorduras: extrator tipo Soxhlet / éter de petroleo;

- Determinacdo de umidade: secagem direta em estufa a 105 °C./6 horas até
peso constante;

- Determinacdo de cinzas: carbonizadas e incineradas em mufla a 550°C/ 6
horas, cinzas brancas e peso constante;

- Analise de proteina: determinacdo da quantidade de nitrogénio protéico pelo
método de Kjeldahl, utilizando para o célculo das proteinas o fator de correcédo
de 6,25;

- Determinacdo de carboidratos: por diferenca das analises centesimais.

Utilizado a equacao a seguir:

Carboidrato = 100 - (proteina + gordura + umidade + cinzas)

Analises microbiolégicas

O transporte e armazenamento das amostras seguiram os Padrbes
Microbioldgicos para Alimentos da Resolugdo - RDC n° 12, de 02 de janeiro de
2001, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA. As analises
microbiolégicas foram realizadas em triplicata usando as técnicas propostas
pela APHA'. As diluicdes e semeaduras foram de forma asséptica a fim de

evitar contaminacdes e, portanto, alterar o resultado na andlise.

As diluicbes sdo necessarias para a possivel contagem por técnica
visual, foram feitas de forma seriadas da forma pura, uma vez que a
semeadura direta pode resultar em um ndmero muito alto de coldnias, ndo

permitindo separar uma colbnia da outra durante o processo de contagem.

As diluicbes seriadas foram feitas utilizando 25 gramas da amostra de
gueijo em 225 mL da solucdo diluente estéril (solucdo salina peptonada 0,1%).
Colocando em Stomacher por 60 segundos. Considera-se a amostra pura
como 10°. Retirando 1 mL dessa diluicdo resultando assim em uma diluicdo 10-

L. Inoculando 1 mL da diluicdo em 9 mL de solucéo diluente, foi obtida a diluida
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10-2, repetindo esse processo por mais uma vez para obtencéo da diluicdo 1073

de acordo com a metodologia de TIMM et al. °.

Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e

termotolerantes

A técnica utilizada foi a do nimero mais provavel (NMP) é um método
estatistico que estima o0 nuimero mais provavel de bactérias presentes no
alimento. E necesséaria uma etapa presuntiva a fim de favorecer a multiplicacéo
de coliformes injuriados e uma etapa seletiva para diferenciar coliformes totais
e termotolerantes. As contagens finais sdo obtidas com uso de uma tabela de

correspondéncia estatistica, tabela em anexo.

A etapa presuntiva refere se a contagem de coliformes pelo método
NMP que foi utilizado o caldo Lauril Sulfato de Soédio (LSB, Lauryl Sulfate
Broth), em tubos de ensaio na presenca de tubos de Durhan invertidos,
permitindo que os coliformes utilizem a lactose e formem gas que aparecera
dentro dos pequenos tubos. O tubo sera considerado positivo presuntivamente
guando os Durhan apresentarem gas em pelo menos 10% de seu interior. A
etapa seletiva foi realizada separadamente para coliformes totais e
termotolerantes, os tubos considerados positivos na etapa presuntiva (NMP),
foram replicados para o caldo Verde Brilhante (VB) e caldo Escherichia coli
(EC), o VB foi incubado a 37°C por 48 horas. A leitura foi realizada observando-
se a presenca de gas e considerando a positividade dos tubos, os resultados
foram levados a uma tabela de nimero mais provavel. O resultado foi expresso
em NMP/g.

Pesquisa de Salmonella spp.

Foram pesados e homogeneizados 25 g da amostra e misturada em 225
mL de Agua Peptonada Tamponada incubado a 36+ 1°C por 16 a 20 horas.
Este meio ndo seletivo possui peptona, cloreto de sddio e fosfato dissddico e
monopotassico, 0 que favorece a recuperacdo de células bacterianas injuriadas
e a sua multiplicacdo. Posteriormente, foi realizado o enriquecimento seletivo,
sendo transferida uma aliquota de 1 mL para um tubo de ensaio, contendo 10

mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) e 0,1 mL contendo 10 mL de caldo
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tetrationato, incubados em banho maria a 42° C, por 24 horas. A partir do
crescimento no meio de enriquecimento seletivo, aliquotas do inéculo foram
semeadas em placas contendo &gar verde-brilhante vermelho-de-fenol-lactose-

sacarose e em Agar XLD e incubados a 37° C por 24 horas.

No enriquecimento seletivo foi aplicado 2 tipos de caldo, o RV tem
presente verde malaquita e de cloreto de magnésio que atuaram como,
agentes seletivos, enquanto a presenca de triptona, cloreto de sdédio e fosfato
monopotassio favorecem e estimulam a multiplicacdo de Salmonella.Ja no
caldo TT, a seletividade é pelo verde brilhante, pelos sais biliares e pelo iodeto
de potassio, e o favorecimento da Salmonella pela polipeptona, carbonato de

célcio e tiossulfato de sédio.

7

O isolamento é baseado em colénias tipicas de salmonelas,
utilizasse duas placas com semeadura em meio XLD e outra de BPLS. Em
ambos os meios de cultura o reagente de cor € o vermelho de fenol e a
semeadura é feita por esgotamento na superficie das placas com incubacédo
em estufa a 36+ 1°C por 24 horas. ApGs a incubacao verificou-se se houve
crescimento de colénias com aspecto compativel com Salmonella. No XLD séo
observados em colbnias rosas algumas colonias se apresentam enegrecidas.
No BPLS as colbnias séo incolores ou rosadas entre translicida a ligeiramente
opacas agar e ainda pode apresentar colénias com coloracdo verde/
amarelada. As colbnias isoladas ndo eram caracterizadas de Salmonella. A

expressdo dos resultados foi de auséncia deSalmonellaspp em 25 g.

Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Apoés ter feito as devidas diluicdes do queijo em Solucdo Salina,
inoculou-se 0,3, 0,3 e 0,4 mL em trés placas com meio agar Baird-Parker, com
o auxilio de alca de Drigalski ou bastdo do tipo hochey, espalhando o inoculo
por toda superficie do meio até sua completa absorcdo. As placas foram
incubadas invertidas a 36+ 1°C por 30 a 48 horas, havendo o crescimento de
Staphylococcus, a caracteristica esperada sera de colénias negras rodeadas

ou nao por alo de opacidade e alo branco.

A leitura foi realizada em placas de 20 a 200 colbnias, selecionou-se 3
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colbnias caracteristicas de colbnias tipicas e atipicas de cada placa e inoculou-
se em caldo de crescimento BHI (Brain Heart Infusion). Os tubos foram
incubados de 36+ 1C° por 24 horas. Os tubos com turvamento foram utilizados
para a realizacdo da prova da coagulase, utilizando plasma de coelho 36 + por
6 horas, no decorrer do tempo, a presenca de codgulos deve ser verificada
periodicamente pois 0 coagulo podera ser desfeito devido a presenca de outra
enzima produzida por SCP, estafiloquinase. Com o resultado do teste da

coagulase foi feito uma regra de trés, e obtidas as contagens.

Pesquisa de Listeria monocytogenes

Primeiramente foi realizado o enriquecimento seletivo primario pesados
assepticamente 25 g da amostra e acrescentados 225/mL de caldo (UVM,
ModifiedListeriaEnrichmentBroth). Em seguida, homogeneizados em stomacher

por 60 segundos e incubados a 30 £ 1°C por 24 horas.

Posteriormente foi preparado o enriqguecimento seletivo secundario,
obtendo-se 0,1 mL da cultura do caldo UVM e transferido para um tubo
contendo 10 mL de caldo Fraser incubando a 30 + 1°C, 24 a 48 horas, apés
incubacéo o caldo passa da coloracdo amarelada para marrom escura. A partir
deste caldo foi feito o isolamento onde uma aliquota foi replicada para placas
de agar Oxford e de agar Palcam, utilizando a semeadura de esgotamento, de
forma a proporcionar a obtencdo de colbnias isoladas. As placas foram
incubadas a 30 + 1°C por 24 a 48 horas. Se houve presenca de Listeriassp. no
adgar Palcam aparecerd colbnias verdes—amareladas ou verdes-acinzentadas,
rodeadas por zonas escuras. No agar Oxford as colénias de Listeriassp.
apresentam se pretas rodeadas halo negro ou escuro a confirmacéo
daListeriasspé feita pela prova da catalase onde se coloca em uma placa de
petry uma lamina de vidro, uma gota de peroxido de hidrogénio a 3% misturado
a uma colénia captada com ajuda da alca de platina a presenca de bolhas de

oxigénio é catalase positiva indicando a presenca de Listeria.

Nas amostras testadas ndo se encontraram crescimento de colbnias

caracteristicas, sendo interrompida analise.

Contagem de Lactobacilos
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A contagem de Lactobacilos foi realizada em agar rogosa (Oxoid)
conforme metodologia preconizada por Rogosa et al. Foi colocado 1 mL de
cada diluicAo nas respectivas placas de Petri e acrescentado o meio,
homogeneizado. Apos salidificacdo do meio, foi acrescentada uma cobertura
de agar para favorecer o crescimento dos lactobacilos (microaeroéfilos). Este
meio foi incubado a 30°C por cinco dias™®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas para verificar a composicao
centesimal dos queijos, sendo de suma importancia para que o consumidor
verifigue 0s constituintes que apresentam-se no produto, dentre sua
composicdo, a proteina e a gordura fazem parte do rendimento dos mesmos.
Os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas dos queijos Minas Frescal
artesanal de leite cru e leite pasteurizado estdo sumarizados na Tabela 1.

O teor de umidade indica o rendimento, em funcdo da prensagem e nao
maturacao, isso explica o motivo do queijo Minas Frescal ser mais acessivel ao
consumidor, por apresentar maior quantidade no grao do coalho..

Quanto aos teores de umidade, os valores dos dois queijos
apresentaram-se acima de 55%, 56,1 e 61,82% respectivamente para queijo de
leite cru e queijos de leite pasteurizado caracterizando-0s, como queijos de
muita alta umidade®®. Em estudo realizado por Dias et al.?%, analisando cinco
amostras de queijos industrializados e cinco queijos artesanais comercializados
em supermercados, todos apresentaram teores superiores de 55%.

A concentracdo de proteina no queijo depende da variedade, sendo que
a proteina predominante é a caseina. Nesse estudo foram similares 15,29,
porém no de leite pasteurizado houve uma maior concentracdo, provavelmente
pelo tratamento térmico’.

Segundo a IN n°4/2004*°, o queijo Minas Frescal é classificado como um
queijo “semi-gordo”, correspondendo a teores de 25,0 e 44,9% desse
nutriente®, no entanto, esses valores podem variar dependendo da matéria-
prima e da elaboracdo. Os resultados desse trabalho para queijos cru e

pasteurizado ficaram entre 19,74% e 23,1%, respectivamente, classificando-os
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como queijo magro, 10 a 24,9%° semelhante ao estudo realizado por Sandri et
al.?! encontrou resultados de 20 a 29% em diversos queijos Minas Frescal
produzido no estado do Mato Grosso do Sul.

Entre os sais minerais de maior destaque nos queijos estdo o célcio, o
magnésio e o fésforo, os teores de cinzas corresponderam-se a 3,5 e 3,2%
para o queijo de leite pasteurizado e de leite cru, respectivamente resultados
encontraram-se proximos?.

A quantidade de carboidratos presentes nos queijos corresponde a
lactose (acucar do leite) residual presente nos mesmos, jA& que a maior
quantidade deste dissacarideo é eliminada no soro do queijo durante o
processamento®®. A Instrucdo Normativa (IN) N°4, de 01 de marco de 2004,

ndo especifica a quantidade de carboidratos na composicéo fisico-quimica.

Tabela 1. Andlises fisico-quimicas da composicdo centesimal do queijo cru e
pasteurizado, realizadas no Laboratorio de Bromatologia da UFPel-Pelotas/RS.

QUENJO

DETERMINACOES
PASTEURIZADO CRU
Umidade (g/100g) 56,18 61,82
Proteina (g/100g) 15,29 11,65
Gordura (g/100g9) 23,1 19,74

Cinzas (g/1009) 3,5 3,2

Carboidratos (g/100g) 1,93 3,59

Analises microbiolégicas

Os dados apresentados na Tabela 2 mostram os valores obtidos apos
elaboracédo dos queijos, a partir de leite cru e de leite pasteurizado. Na Tabela
3, estdo os valores de referéncia para os parametros microbiol6gicos, com
base na Resolucdo — RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001%°. A qualidade do
queijo Minas Frescal envolve uma soma de fatores: a ordenha na fazenda e na
fabrica, onde é importante desde a sanidade do animal, higiene dos
funcionarios, equipamentos e utensilios durante o processamento. A
importancia da avaliagdo da qualidade de um alimento principalmente a
microbioldgica, sé € justificada pelos aspectos de saude publica e interesse

econdmico?®.
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A analise desses dados revela que as amostras elaboradas a partir do
leite cru apresentaram uma carga microbiana total elevada, com relacdo ao
gueijo elaborado com leite pasteurizado, quanto aos parametros para
coliformes totais e termotolerantes, permanecendo-se como um produto
inadequado de acordo com o padrdo estabelecido pela ANVISAZ, para queijos

de muito alta umidade (> 55%) encontrado na tabela 3.

Tabela 2. Numero Mais Provavel das andlises Microbiolégicas do queijo
artesanal Minas Frescal elaborados com leite cru e leite pasteurizado produzido
no NTL-CAP-UFPel.

QUENO
CRU PASTEURIZADO
Dias 1 15 30 1 15 30
Determinacdes
Contagem Coliformes  >1,1 x 10* >1,1 x 10* 4,6 x 10° 46 x102 4,6 x 102 4,6 x 10?
totais NMP*/ g
Coliformes
Termotoleantes NMP*g  21,1x10* >11x10* 30x10° <30x10° <3,0x10" <3,0x 10
Contagem 2,3 x102 3,1 x102 2,6 x102 <2,5 x102 <25x102 <2,5x102
Lactobacilos UFC*/g
Staphylococcus 3,5 x103 2,5 x102
coagulase positiva
(UFC*/g)

*UFC -Unidade Formadora de Colbénia / grama ** NMP/g — NUmero mais
provavel/ grama.

Tabela 3. Padrbes Microbiol6gicos Sanitarios para Alimentos para queijos de
muito alta umidade: umid> 55%, com base na Resolucdo — RDC n° 12 de 02 de
janeiro de 2001.

Parametros Limites*
Coliformes totais (NMP/g) Sem parametro estabelecido
Coliformes termotolerantes <5,0x 102
(NMP/g)

Contagem Staphylococcus <5,0x 102
coagulase positiva (NMP/g)

Pesquisa Salmonella spp. Auséncia
Pesquisa de Listeria Auséncia
monocytogenes
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A maior parte das doencgas infecciosas transmitidas pelos alimentos tem
origem entérica, e por isso, um dos maiores perigos ao qual o consumidor esta
exposto é a contaminacdo por materiais fecais humanas ou animais. No Brasil

em trabalho semelhante, Santos et al.>®

, relatou altas contagens de coliformes
termotolerantes em amostras de queijo Minas. O nimero elevado de coliformes
totais em alimentos processados indica processamento inadequado,
recontaminagdo pos-processamento e/ou proliferagdo microbiana. Ja4 a
contagem de coliformes termotolerantes fornece, além das informacfes sobre
as condi¢cBes higiénicas do produto, também indicacdo da eventual presenca
de micro-organismos enteropatogéncios®*. Em estudo de Pereira et al*®> com 8
amostras de queijo Minas Frescal, evidenciou que todas estavam de acordo
com os padrdes estabelecidos pela legislacdo, representando um controle de
qualidade efetivo. Dias et al.?°, analisando queijos Minas Frescal produzidos
industrialmente e artersanalmente comercializados na regido Sul de Goias,
relatou que os resultados obtidos nas andlises microbiolégicas pelo Numero
Mais Provavel (NMP/g) de coliformes totais e termotolerantes, destacou que
cinco amostras industrizalizadas (50%) e duas amostras artesanais (20%)

estavam em desacordo com os padrdes estabelecidos.

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva no produto
pasteurizado esta dentro das especificacfes exigidas pela legislacao, enquanto
o elaborado com leite cru obteve resultado oposto, de acordo com as tabelas

|23

acima. Santana et al.“® estudando queijo coalho comercializado no Mercado

Tradicional de Aracaju, encontrou todos os resultados fora do preconizado pela

legislacdo, enquanto Arruda et al.?*

estudando queijo 84 amostras de queijos
Minas Frescal e Padrdo nas feiras livres de Goiania, verificou valor médio de
1,1 x 10® UFC/g, representando um risco para producdo de enterotoxinas,
portanto estudos das bibliografias pesquisadas, todos os valores para
Staphylococcus coagulase positiva apresentam-se fora dos preconizados pela
ANVISA, quando queijos elaborados com leite cru, confirmando, assim, a
importancia da pasteurizacdo para producdo de queijo.

Quanto a pesquisa de Salmonellaspp. e L. monocytogenesnas amostras,
obteve-se “auséncia” na totalidade das andlises realizadas, sendo este

resultado satisfatorio ja que legislacdo vigente estabelece sua auséncia.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Nicolau et al.?® e Bairros et al.?® que
ndo identificaram Salmonellaspp. quando avaliaram amostras de queijo Minas
Frescal comercializadas no Rio de Janeiro e Goias, respectivamente. A
contaminacdo com Salmonella spp., pode estar relacionada a diferentes fontes,
porém, a pasteurizacdo é capaz de elimina-la, o mesmo para a L.
monocytogenes. No queijo Minas Frescal, a contaminacdo pode estar
relacionada a ineficiéncia da pasteurizacdo, manipuladores da fabrica
portadores, da doenca ou da utlizacdo de agua ndo potavel no

processamento?.

Peresiet al.”® ao pesquisar queijo Minas adquirido em feiras livres de
Sdo José do Rio Preto, ndo encontrou L. monocytogenes no alimento, mas
verificou a presenca de Salmonellaspp. em duas das sessenta amostras
analisadas. Essa indeterminacdo de presenca desses microrganismos

1.2°, a auséncia de Salmonella

presentes no queijo se dao, segundo Brant et a
spp. e de L. monocytogenesque pode ser determinada pela menor capacidade
de competéncia desses microrganismos em relacdo aos coliformes e aos
Staphylococcusspp., e que a ocorréncia desses micro-organismos em
alimentos esta, na maioria das vezes, associada a contagens menores de
outros contaminantes. A auséncia de Salmonella spp. nas amostras também
pode estar relacionada a presenca de bactérias lacticas, que tornam o queijo
um meio adverso a sobrevivéncia de micro-organismos patogénicos ou mesmo
devido a condicdo estressante advinda do processamento e estocagem a que o

alimento foi submetido, por exemplo a temperatura.

Quanto a contagem de Lactobacilos, expressos na Tabela 2, nos tempos
de 1 a 30 dias, ndo houveram diferengcas nos dois queijos analisados, estando

de acordo com os resultados encontrados por Ribeiro et al.*°

gue estudou
queijos Minas Frescal estocados até 21 dias em condi¢cdes assépticas,
indicando, portanto, que sdo um meio adequado para sobrevivéncia desses
microrganismos. Para Nardes®!, analisando os Lactobacillus sp. em Meio
Rogosa em queijos durante 180 dias, observou que havia um aumento no
crescimento dos mesmos e verificando que com a diminuicdo do pH, e
consequentemente aumento da acidez, o meio tornava-se desfavoravel para a

proliferacdo de bactérias patogénicas, que pode ser explicada pela producdo
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de acidos organicos, principalmente acido lactico, pois os Lactobacilos sdo

produtores dessa substancia®®*?.

CONCLUSAO

Perante o0s resultados das analises fisico-quimicas, 0s queijos
apresentaram-se de acordo com a legislacdo para umidade, como queijos de
muita alta umidade, e quanto aos teores de gordura, como magro, divergindo
da classificacdo dos queijos Minas Frescal como semi-gordos. A qualidade
microbiolégica do queijo Minas frescal de leite cru e leite pasteurizado é
comprometido principalmente quando se produz de maneira artesanal. Pelos
dados obtidos da microbiota dos queijos analisados nesse trabalho verificou-se
que a contaminacgdo do queijo elaborado com leite cru e maior que quando se
utiliza leite pasteurizado, portando deve se seguir a legislacéo para elaboracao
de queijos sempre com leite pasteurizado, mas evitando o maximo a
contaminacdo cruzada que pode ocorrer pelo manipulador ou quando se utiliza
utensilios em condi¢cbes assépticas inadequadas, € importante salientar e se
concluir que a instrucdo normativa n° 30 do MAPA, que admite colocar no

mercado consumidor queijos artesanais deve ser seguida adequadamente.
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ANEXO

Tabela dos valores de NMP para trés tubos.

Numero de tubos positivos NMP/mL ou g
10° 10* 10°
0 0 0 <0,3
0 0 1 0,3
0 1 0 0,3
0 1 1 0,61
0 1 0 0,62
0 2 0 0,94
1 3 0 0,36
1 0 1 0,72
1 0 2 11
1 1 0 0,74
1 1 1 11
1 2 0 11
1 2 1 15
1 3 0 1,6
2 0 0 0,92
2 0 1 14
2 0 2 2.0
2 1 0 15
2 1 1 2,0
2 1 2 2,7
2 2 0 2,1
2 2 1 2,8
2 2 2 3,5
2 3 0 2,9
2 3 1 3,6
3 0 0 2,3
3 0 1 3,8
3 0 2 6,4
3 1 2 4,3
3 1 1 75
3 1 2 12
3 1 3 16
3 2 0 0,93
3 2 1 15
3 2 2 21
3 2 3 29
3 3 0 24
3 3 1 46

Fonte: Timm et al. Manual de técnicas microbiol6gicas em leite e derivados
(2017).
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