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RESUMO

O queijo coalho é um alimento produzido ha mais de 150 anos, com maior producao na regiao
Nordeste, em sua maioria por processos artesanais. Frequentemente é elaborado como leite cru,
0 que nao atende as normas higiénicas-sanitarias podendo trazer um risco a saude do
consumidor. Os microrganismos patogénicos mais encontrados nos queijos, sdo os do grupo
coliformes, que sdo bastonetes Gram-negativas, ndo esporuladas e que fermentam lactose.
Grupo de coliformes termotolerantes pode indicar um risco ainda maior de contaminagao nesse
alimento, indicando que a matéria-prima usada na fabricacdo pode ter sido contaminado com
fezes durante o processo podendo ser um veiculo de contaminacdo de Escherichia coli, que
compromete a satde humana. O presente trabalho foi realizado com 4 marcas de queijo coalho
de origem industrial comercializadas em Jodo Pessoa-PB, sendo 3 lotes diferentes para cada
marca de queijo, totalizando 12 amostras, com o objetivo de averiguar a ocorréncia de bactérias
mesdfilos, coliformes e Escherichia coli. A metodologia utilizada foi de acordo com os
procedimentos padrdes especificos para bactérias aerdbias mesofilas, coliformes totais,
termotolerantes e Escherichia coli. Na contagem de meso6filas, todas as amostras tiveram
crescimento para dessa bactéria, obteve-se valores que variaram de 6,10 x 10’ UFC/ga 1,70 X
10° UFC/g. Quanto a presenca de coliformes totais e termotolerantes, todas as amostras tiveram
valores >1.100 NMP/g e quanto a ocorréncia de Escherichia coli 50% das amostras tiveram
crescimento dessa bactéria com valores que variaram de <3 NMP/g a 16 NMP/g. Todos 0s
queijos coalho analisados estdo em condicdes higiénicas-sanitarias insatisfatdrias, podendo ter
um melhor controle quanto as boas préticas na sua producdo, transporte e armazenamento, se
tratando de bactérias patogénicas Escherichia coli os queijos analisados ndo representam um
risco para a satde do consumidor, visto que seus valores estdo em acordo com os estabelecidos
na legislacao.

Palavras-chaves: Queijo coalho; Microrganismos; Coliformes; Escherichia coli.



ABSTRACT

Coalho cheese is a food produced for more than 150 years, with greater production in the
Northeast region, mostly by artisanal processes. It is often prepared as raw milk, which does
not meet hygienic-sanitary standards and may pose a risk to the health of the consumer. The
pathogenic microorganisms most commonly found in cheese are those of the coliform group,
which are Gram-negative, non-sporulating rods that ferment lactose. Group of thermotolerant
coliforms may indicate an even greater risk of contamination in this food, indicating that the
raw material used in manufacturing may have been contaminated with feces during the process
and may be a vehicle for contamination of Escherichia coli, which compromises human health.
The present work was carried out with 4 brands of coalho cheese of industrial origin sold in
Jodo Pessoa-PB, with 3 different batches for each brand of cheese, totaling 12 samples, with
the objective of investigating the occurrence of mesophilic bacteria, coliforms and Escherichia
coli . The methodology used was in accordance with standard procedures for specific aerobic
mesophilic bacteria, total coliforms, thermotolerants and Escherichia coli. For the count of
mesophilic bacteria, all samples had growth for this bacteria, values ranging from 6,10 x 10’
CFU/qg to 1,70 x 10° CFU/g were obtained. Regarding the presence of total and thermotolerant
coliforms, all samples had values >1,100 MPN/g and regarding the occurrence of Escherichia
coli, 50% of the samples had growth of this bacterium with values ranging from <3 MPN/g to
16 MPN/g. All analyzed coalho cheeses are in unsatisfactory hygienic-sanitary conditions,
being able to have a better control regarding the good practices in their production, transport
and storage, in the case of pathogenic bacteria Escherichia coli, the analyzed cheeses do not
represent a risk to the health of the consumer, since their values are in accordance with those
established in the legislation.

Key words: Coalho cheese; Microorganisms; Coliforms; Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é 0 3° maior produtor de leite do mundo com 34 bilhdes de litros por ano, tendo
sua producdo em 98% dos municipios brasileiros (BRASIL, 2022). Tendo em vista a grande
producdo leiteira, ganha destaque também, a producdo de derivados do leite, como 0s queijos.
No Brasil existem mais de 30 variedades de queijos artesanais ou tipicos, que sdo produzidos
em regides diversas do pais, que ganham sabores, texturas e formas diferentes (SARAIVA et
al., 2023).

O queijo coalho, produto tipico da regido Nordeste, é produzido ha mais de 150 anos, é
um alimento que vem sendo amplamente consumido e comercializado no Brasil
(CAVALCANTE, 2017). Grande parte de sua produgdo é feita de forma artesanal, em
propriedades familiares, com adaptacdes no processo de fabricacdo, o que gera produtos com
propriedades organolépticas diferentes (BARBOSA, 2015). Uma pesquisa publicada na
CIAGRO (Congresso Internacional da AgroindUstria) questionou a 142 pessoas no estado de
Pernambuco, quais os queijos eram mais consumidos por elas, tendo 95,1% dos respondentes
informado que consumiam o queijo coalho, mostrando que sua grande aceitacdo e
comercializacdo torna esse produto uma importante fonte de renda (SIQUEIRA, 2021;
OLIVEIRA, 2020).

Considerando que maior parte de sua producao é artesanal, o leite utilizado na produgéo
do queijo coalho, na maior parte das vezes, ndo passa por processo térmico adequado, 0 que
pode representar um risco para a satde do consumidor, visto que no produto podem desenvolver
microrganismos patogénicos (BEZERRA, 2017). Varios surtos foram associados ao consumo
de queijos e produtos lacteos elaborados com leite pasteurizado assim como nado pasteurizado
(ARAUJO, 2017).

A contaminacdo microbiana do queijo coalho, tem relevancia para a saude publica,
devido ao potencial risco de causar Doencas Transmitidas por Alimento (DTA’s) (ARAUJO,
2017). As DTA’s vem sendo reportadas mundialmente e sdo consideradas um problema de
salde publica. Algumas estimativas sugerem que nos Estados Unidos, cerca de 48 milhGes de
pessoas adoecem pelo consumo de alimentos com algum tipo de contaminag&o por patégenos,
podendo uma porcentagem chegar a ébito. Essas contaminag¢es muitas vezes se ddo por falhas
na cadeia de producdo de alimentos (BOMFIM, 2020).

Durante todo o processo produtivo do queijo coalho, a higiene deve ser tida como
rigorosa, ao contréario, implicard em contamina¢fes com grupos de microrganismos
indesejaveis. A principal forma de indicar contaminagdes em queijos € a verificacdo da presenca

de bactérias do grupo coliformes, dentre elas a Escherichia coli (E. coli), ao qual é



frequentemente transmitida pela falta de higiene durante a ordenha das vacas. Outras bactérias
que também indicam um inadequado processo de higiene sdo Salmonella ssp., Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus (CARVALHO, 2015; MUNHOZ, 2021).

Na Paraiba, duas pesquisas foram realizadas quanto a presenca e niveis de coliformes
em queijos coalhos. A primeira pesquisa, apresentada por Aradjo (2017), realizada no agreste
paraibano, mostrou que de 10 amostras analisadas de queijos coalhos, todas apresentaram niveis
acima do permitido pela legislacédo para coliformes totais, concluindo que os queijos analisados
representam um risco para a saude do consumidor. A segunda pesquisa realizada por Bezerra
et al. (2017) na regido de Souza-PB mostrou que 37% das amostras analisadas para coliformes
termotolerantes apresentaram contagem acima do limite permitido pela legislagdo. Posto isso,
essas pesquisas demostram a necessidade de dar continuidade aos estudos na area, para
comprovar se a comercializacdo dos queijos coalhos estdo seguindo os padrbes estabelecidos
pela legislacdo vigente, indicando se o produto apresenta riscos para a satde do consumidor.

Diante do exposto, o objetivo nesse trabalho foi analisar a ocorréncia de E. coli em
queijo coalho industrializado afim de verificar se 0 mesmo atende ao limite maximo para essa
bactéria estabelecido na legislacdo brasileira em vigor. Ainda, foram analisados
microrganismos aerdbios mesofilos, coliformes totais e termotolerantes para avaliar as

condigdes higiénicas do processo de producao.



2 OBJETIVOS

2.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar se o0 queijo coalho, obtido por processo industrial, atende ao limite maximo

estabelecido na legislacéo brasileira para E. coli.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar as contagens de bactérias totais, coliformes totais, coliformes termotolerantes
e de E. coli em queijo coalho;

e Comparar os resultados das contagens de E. coli com o padrdo da legislacdo e com 0s
obtidos por outros pesquisadores;

e Comparar os resultados das demais analises com os obtidos por outros pesquisadores
e com padrfes microbiol6gicos exigidos na legislagéo;

e Avaliar o risco no consumo de queijo coalho industrial com base nos resultados

obtidos nas contagens de E. coli.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 QUENJO COALHO

Os queijos séo alimentos que possuem elevado valor nutricional, sdo ricos em proteinas,
lipideos, carboidratos, calcio, fosforo e vitaminas, possuindo diferentes formatos, texturas,
aromas e sabores. Pode ser consumido fresco, ou seja, logo apos sua fabricacéo, ou maturado,
onde passa por um processo de cura (PERRY,2004; SPREER,1991). O queijo coalho é muito
apreciado por seus consumidores por possuir caracteristicas sensoriais, como sabor agradavel,
aroma suave e textura compacta e macia (DA SILVA, 2020).

E um queijo onde a tecnologia é relativamente simples e cuja fabricacdo ndo exige
equipamentos sofisticados. Existem diferentes formas da metodologia para a manufatura do
queijo de coalho que pode ser constatada na producao de varios fabricantes (NASSU, 2006).
Apesar dos métodos de producdo do queijo coalho serem diferentes de queijarias para
queijarias, 0 processo basico de fabricacdo € comum em quase todas (PERRY, 2004).

De acordo com Aquino (1983), a nomenclatura do queijo coalho se deu no fato de ter
sido tradicionalmente elaborado com leite coagulado pela acdo de coalho animal, como pedacos
do estdmago de pequenos animais (cabritos, bezerro, prea e mocd). Em algumas regides, ainda
se mantém essa forma de colocar pedacgos de estomago de mamiferos, como o bezerro, no leite
para sua coagulacdo, porém, atualmente, para a elaboracdo deste produto, a maioria dos
produtores artesanais e industriais desse queijo, utilizam coalho industrializado, liquido ou em
p6 (ESCOBAR et al., 2001).

Segundo a Instru¢do normativa n° 30, queijo coalho é o queijo obtido por meio da
coagulacao do leite com enzimas coagulantes apropriadas ou uso de coalho, complementada ou
ndo com a acdo de bactérias lacteas. Apresenta média a alta umidade, com massa semi-cozida
ou cozida, com um teor de gordura entre 35,0% e 60% e é, em média, comercializado dez dias
apos sua elaboracdo (BRASIL,2001). A legislacédo brasileira define padrbes de identidade e
requisitos minimos que o queijo coalho deve apresentar para estar dentro dos padrbes de
qualidade e apto para o consumo humano (FREITAS FILHO et al., 2012).

O processo de elaboracdo do queijo colho, também definido na Instrugdo Normativa n°
30 de 2001, diz que o a coagulagdo deve ser em torno de 40 minutos, seguido do corte e
mexedora da massa. Posteriormente, é feita a remocgéo parcial do soro, a massa é aquecida com
agua quente ou vapor indireto, até a obtengcdo de uma massa semi-cozida (45°C) ou cozida

(entre 45°C e 55°C), podendo ou ndo ser feita a adi¢éo de sal, seguido da prensagem, secagem,
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embalagem e estocagem em temperatura média de 10 - 12°C normalmente (BRASIL,2001).

Podemos observar o fluxograma geral da producéo do queijo coalho na Figura 1.

Figura 1: Fluxograma geral para a produgéo de queijo coalho.
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3.2 HIGIENE NA PRODUCAO DE QUEINJOS

Os queijos sdo produtos muito manipulados, sendo assim, um possivel foco de
contaminacgéo, principalmente de microrganismos. As condi¢Ges podem se agravar quando é
utilizado leite cru e sem o adequado emprego das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e com
tecnologia adequada (PINTO et al., 2009). A qualidade da matéria prima esta diretamente

ligada a qualidade do produto final, onde a realizagdo do controle de qualidade do leite é



11

fundamental para um desempenho favoravel no processo de fabricacdo do queijo coalho
(FURTADO, 1989).

Devido a maior parte da producédo do queijo coalho ocorrer a partir do leite cru, que na
maioria das vezes nao atendeu a as normas higiénicas no processo de ordenha, traz um grande
desafio para a seguranca alimentar. Um ponto de grande relevancia é o fato de, na maioria dos
processos de fabricacdo serem feitos por pequenos produtores, a grande maioria o faz de
maneira informal. A falta de fiscalizacdo e de uma inspecdo sanitaria, faz com que esses
produtos cheguem ao mercado com baixa qualidade (DANTAS,2012).

As BPFs sdo um conjunto de procedimentos realizados na industria, que abrange desde
a higienizacdo de instalacdes a salde dos colaboradores, envolve também o controle de pragas
e vetores, seguranca da agua, prevencdo de contaminacdo cruzada, controle de qualidade dos
produtos produzidos e matérias-primas. Todas essas técnicas asseguram que o produto final
chegue com qualidade ao consumidor (TEODORO et al., 2007).

A implementacéo de tecnologias atuais de conservacdo microbioldgica, juntamente com
a adocdo de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) € de grande relevancia onde existe a finalidade
de aprimorar a estabilidade de prateleira e fazer com que se mantenha a qualidade de produtos
processados (SILVA, 2016).

Na comercializacdo de queijos, geralmente os produtos sdo vendidos em pedacos, onde
existe um perigo de incorporar, externamente, matérias estranhas de origem bioldgica (como
insetos) ou fisica (como terra), ocorrendo por falhas de manipulacdo do produto, pela falta de
higienizacdo adequada das bancas e dos utensilios utilizados pelos feirantes, ou mesmo, por

contaminacéo cruzada entre os produtos expostos (CORREIA, 1997).

3.3 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (DTA’S)

O Ministério da Saude (2007) diz que as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s)
sdo doencas que provém da transmissdo de substancias toxicas, organismos e/ou toxinas
prejudiciais a satde, transmitidas pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminados. Os queijos,
principalmente os artesanais necessitam que se tenham normas rigorosas de higiene. CondicGes
inadequadas adotadas no rebanho, falta de controle de qualidade na obtengdo da matéria-prima
e na estocagem, resultam em um produto que pode ser um risco de infec¢do e intoxicacdo aos
consumidores (DORES, 2012).

Alguns microrganismos patogénicos como Salmonella spp., Escherichia coli,

Campylobacter spp., Listeria spp., Bacillus cereus, Brucella spp. e Staphylococcus aureus estdo
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associados a surtos de infecgbes e intoxicacGes alimentares, onde produtos lacteos, como o
queijo estavam envolvidos (JAY, 2005).

3.4 MICROGANISMOS DO GRUPO COLIFORMES

O grupo dos coliformes totais compreende um subgrupo da familia Enterobacteriaceae,
que sdo enterobactérias que fermentam a lactose e produz gas a 35°C, as quais mais de 20
espéecies estdo dentro desta definicdo onde encontram-se bactérias originarias do trato
gastrointestinal humano assim como de animais do sangue quente, também podendo englobar
bactérias ndo entéricas. Dentro do grupo de coliformes totais, temos o grupo de coliformes
termotolerantes, que geralmente sdo chamados de coliformes fecais, se restringindo a membros
capazes de fermentar a lactose a 44,5C° — 45,5 °C (DA SILVA, 2017).

Estudos de coliformes em alimentos € utilizado como um indicador das condic¢Ges
higiénico sanitarios do ambiente onde foi produzido, das matérias primas empregadas, bem
como do individuo que manipulou o alimento (SANTOS, 2019).

Os coliformes do grupo totais podem ser encontrados na dgua, no local de ordenha das
vacas e até mesmo na industria. Na natureza se encontram em grandes quantidades e também
em alimentos crus. Os coliformes totais sdo sensiveis a temperatura elevada. A interpretacéo
dos resultados de contagem para a indicagéo de coliformes totais deve ser vista com cuidado,
encontrar mais coliformes totais que o limite permitido ndo significa dizer que o produto esta
improprio para 0 consumo, a interpretacdo mais assertiva se da com a quantificacdo de
coliformes termotolerantes (ARAUJO, 2017).

Coliformes do grupo termotolerantes indicam a seguranga no consumo de alimentos,
por serem encontrados no trato gastrointestinal de humanos e animais, foram denominados de
coliformes fecais, dentro do grupo dos coliformes totais temos 4 géneros importantes:
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebisiella, sendo a E. coli a Gnica a ser encontrada
no intestino humano como habitat natural (BELOT], 2015).

3.5 Escherichia coli

A Escherichia coli € um bastonete Gram-negativo, anaerébio facultativo, nao
esporogénico, catalase positiva e oxidase negativa que pertence a familia Enterobacteriaceae.
A E. coli é um mesdfilo tipico, que podem se desenvolver em temperaturas que variam de 7°C

a46°C, sendo 37°C uma Gtima temperatura para o crescimento (BARBOSA, 2015).
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Vérias doencas podem ser transmitidas por alimentos, onde podem infectar o organismo,
vindo a provocar doencgas sérias como a E. coli, podendo trazer sérias consequéncias para 0
organismo, onde o cuidado é necessario, observando todas as formas de prevencdo possiveis
(SILVA, 2022).

Dependendo do sorotipo da E. coli, elas estdo relacionadas a doencas diarreicas, isso é
considerado um problema de saide publica. Nos Gltimos anos houve mais de 2 milhdes de
mortes relatadas associadas a presenca de linhagens patogénicas de E. coli e, esse numero pode
aumentar, se for considerado as condic¢des sociais, econdémicas e alimentares de cada lugar
(ABREU et al., 2013).

O habitat natural da E. coli é o trato intestinal de animais do sangue quente, porém
também pode ser incluida nos alimentos a partir de fontes que nao sejam fecais, ela esta incluida
tanto no grupo de coliformes totais, quanto no grupo de coliformes termotolerantes. Sua
distincdo quanto aos outros coliformes termotolerantes € pelas caracteristicas que apresenta no
crescimento em Agar L-AMB (Levine Eosina Azul de Metileno) e pelas caracterizagdes
apresentadas nos testes de indol, vermelho de metila, Voges Proskauer e citrato (IMViC) (DA
SILVA, 2017).

Quando considerada ndo patogénica, a E. coli faz parte da microbiota intestinal, ndo
afetando a fisiologia e funcionamento do intestino. Existem seis categorias de E. coli
diarreiogénicas que causam patogenicidade em seres humanos e animais, o que diferencia as
seis categorias € a presenca de fatores de viruléncia como adesinas fimbriais e afimbriais,
toxinas e invasinas. As classificacfes desses microrganismos sdo E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC) ou E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente difusa (DAEC) (SOUZA et al., 2016).

Responsavel por causar uma lesdo chamada de attaching and effacing — A/E, a E. coli
enteropatogénica (EPEC) foi o primeiro grupo identificado sorologicamente, sendo associado
a diarreia infantil. As bactérias desse grupo por vezes, apresentam adesdo a células epiteliais, 0
que ocasiona lesdes e destruicdo das microvilosidades intestinais. Os principais sintomas da
doenga provocada pela EPEC sdo diarreias aquosas com diferentes graus de intensidade e
desidratacdo. O quadro pode se agravar rapidamente podendo provocar infeccbes mais severas
no trato urinario e meningite (SALES et al. 2015; CHEN; FRANKEL, 2005).

A E. coli enterotoxigénica (ETEC), acometem principalmente criangas de até dois anos
e lactantes. Provocam diarreia aquosa devido as fimbrias que se encontram presentes na

superficie da bactéria aderirem-se a mucosa do intestino delgado (ALVES,2012). E conhecia
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como a “diarreia dos Viajantes” entre adultos de visitantes de paises desenvolvidos em &reas
endémicas (RODRIGUEZ-ANGELES, 2002).

E. coli enteroinvasora (EIEC) ocorre patogenicidade quando existe a internalizacao
dessa bactéria pelo enterdcito, esse rompe as células pelo acimulo de actina o que provoca um
desarranjo, e invade células vizinhas (ALVES,2012).

A EHEC, est4 frequentemente relacionada a colite hemorréagica (HC), essa bactéria
produz no intestino grosso uma verotixina, essa toxina provoca a morte dos enterdcitos,
causando dor abdominal e diarreia aquosa sanguinolenta. Algumas fontes de infeccédo séo leite
e produtos lacteos (SALES et al., 2015; CARO et al., 2011; HOLKO et al., 2006). A E. coli
produtora da toxina shiga (STEC) tem como principal fator de viruléncia proteinas citotoxicas,
essas produzem dois tipos de toxinas, a stxl e a stx2. Animais como 0S ruminantes sdo
reservatorios naturais para a STEC (FRASER et al., 2004; HOLKO et al., 2006).

E. coli enteroagregativa (EAEC) € uma bactéria que pode originar agregados
bacterianos localizados no epitélio jejunal, o que se assemelha a “tijolos empilhados”. A E. coli
aderente difusa (DAEC) ainda tem sua patogenicidade desconhecida, alguns fatores de
viruléncia estdo associados a essa bactéria, como a presenca de adesias fimbriais e ndo fimbriais
(SOUZA et al., 2016).

3.6 Escherichia coli EM QUEIJOS

Os queijos, incluindo o coalho, tem caracteristicas nutricionais que sdo favoraveis para
0 crescimento de microrganismos, dentre eles a Escherichia coli que € frequentemente
transmitida para o leite durante a ordenha inadequada, assim como, vacas com mastite
representando umas das principais causas de elevados teores de patogénicos em leites e seus
derivados (PIGATTO et al., 2009).

Microrganismos presentes em queijos ndo significa que sejam patogénicos, muitos
contribuem de formas benéficas nas caracteristicas finais desse produto e em sua qualidade.
Porém, os patogénicos podem causar defeitos no produto final, assim como, afetar a satde do
consumidor, levando a causar doengas de origem alimentar. A E. coli é um dos maiores
indicadores para medir contaminagdes fecais nos processos de avaliagdo de seguranca em
alimentos como os queijos e em agua (FERNANDES, 2017).

Um ponto de importancia € verificar que o desenvolvimento de microrganismos em
alimentos é determinado por diversos fatores, como fatores intrinsecos que estdo relacionados

com o proprio alimento, como teor de umidade, atividade de agua (aw), pH, nutrientes
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disponiveis, dentro outros. Também esta relacionado a fatores extrinsecos como o local de
armazenagem, temperaturas de armazenagem, umidades relativas do ar e a presenca de gases
(FERREIRA E SOUSA, 2002). Alguns microrganismos patogénicos tem o seu crescimento
favorecido a medida que a aw aumenta. A E. coli tem um crescimento com atividade de agua a
partir de 0,95 (FERNANDES,2017). Uma pesquisa realizada por Gomes et al. (2012), analisou
a atividade de &gua e umidade de duas amostras de queijo coalho, que apresentou aw de 0,973
e teor de umidade de 55,81%. Isso evidencia o favorecimento do queijo coalho quando ao
desenvolvimento da E. coli.

A E. coli, quando presente com elevada carga, traz efeitos negativos na qualidade de
queijos, quando em niveis muito altos essas bactérias provocam um efeito chamado “Flato
precoce” devido aos altos niveis de producdo de gas que essa bactéria tem, podendo em alguns

casos provocar rachaduras nos queijos (ORDONEZ et al., 2005).

3.7 LEGISLACAO

A legislacdo para queijos € ampla, temos a portaria N° 146 de 7 de marco de 1996, que
traz o regulamento técnico de identidade e qualidade dos queijos, segundo a portaria entende-
se por queijo “O produto fresco ou maturado que se obtém por separacdo parcial do soro do
leite ou leite constituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos,
coagulados pela acédo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de
acidos organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou
sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e materias corantes” (BRASIL,1996).

A portaria traz a classificacdo dos queijos de acordo com o extrato seco e de acordo com
o teor de umidade, sendo divididos da seguinte maneira (BRASIL,1996):

Quanto ao extrato seco:
e Extra Gordo ou Duplo Creme: quando contenham o minimo de 60%
e Gordos: quando contenham entre 45,0 e 59,9%.
e Semigordo: quando contenham entre 25,0 e 44,9%.
e Magros: quando contenham entre 10,0 e 24,9%.
e Desnatados: quando contenham menos de 10,0%.

Quanto ao teor de umidade:
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e Queijos de baixa umidade (geralmente conhecidos como queijos de massa dura):

umidade até 35,9%.

e Queijos de média umidade (geralmente conhecidos como queijos de massa semidura):

umidade entre 36,0% e 45,9%.

e Queijos de alta umidade (geralmente conhecidos como de massa branda ou "macios"):

umidade entre 46,0 e 54,9%.

e Queijos de muito alta umidade (geralmente conhecidos como de massa branda ou

"mole”): umidade ndo inferior a 55,0%.

A Instrucdo Normativa N° 30 de 26 de junho de 2001 traz o regulamento técnico de
identidade e qualidade do queijo coalho destinado tanto para o consumo nacional quanto
internacional. A IN traz a composi¢do e 0s requisitos que o queijo coalho deve conter quanto
aos ingredientes obrigatorios o leite integral ou padronizado a 3% (m/m) em seu contetdo de
massa gorda, coalho ou enzimas coagulantes e como ingredientes opcionais pode ter o cloreto
de célcio, bactérias lacteas selecionadas, sélidos de origem lacteas, condimentos e especiarias
e cloreto de sddio (BRASIL,2001).

Quanto aos requisitos deve conter caracteristicas sensoriais como uma consisténcia
semidura e elastica, textura compacta e macia, coloracdo branco amarelado uniforme, sabor
ligeiramente acido, podendo ser salgado, odor ligeiramente acido, uma crosta fina e sem trinca
(BRASIL, 2001)

Para analises microbioldgicas em queijos, a IN n° 30 de 26 de junho de 2001, recomenda
usar os critérios estabelecidos para queijos de média a alto teor de umidade que vem na portaria
n° 146/96 — MAPA, que sdo 0s requisitos presentes no Quadro le 2.

Quadro 1: Padrdo microbioldgico para queijos de média umidade (36%< umidade < 46%).

_ _ Critérios de ) ] _
Microrganismos L Categoria ICMSF | Método de ensaio
aceitacao
n=5c=2
Coliformes/g
m=1.000 5 FIL 73A: 1985
(30°C)
M=5.000
Coliformes/g n=5c=2 . APHA 1992
(45°C) m=100 M=500 C.24(1)
Estafilococos n=5c=2
5 FIL 145: 1990
coag.pos./g m=100 M=1.000
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Salmonela n=5 c=0
10 FIL 93A: 1985
sp/25g m=0
Listeria n=5c=0
10 FIL 143: 1990
monocytogenes/ 259 m=0

Fonte: BRASIL,1996.

Quadro 2: Padrdo microbiol6gico para queijos de alta umidade (46% < umidade< 55%)

_ _ Critérios de ) _
Microrganismos L Categoria ICMSF | Método de ensaio
aceitacao
] n=5c=2
Coliformes/g
m=1.000 5 FIL 73A: 1985
(30°C)
M=10.000
Coliformes/g n=5c=2 . APHA 1992
(45°C) m=1.000 M=5.000 C.24(1)
Estafilococos n=5 c=2
5 FIL 145: 1990
coag.pos./g m=100 M=1.000
Salmonela n=5 c=0
10 FIL 93A: 1985
sp/25g m=0
Listeria n=5c=0
10 FIL 143: 1990
monocytogenes/ 259 m=0

Fonte: BRASIL,1996.
A Instrugdo Normativa n° 161, de 1° de julho de 2022 faz um levantamento para
“Padroes Microbiologicos em Alimentos”, trazendo os padrdes microbioldgicos para queijos,

como podemos observar no Quadro 3 (BRASIL, 2022):

Quadro 3: Padrdo microbioldgico para queijos

Alimento | Microrganismo/Toxina/Metabdlito n C m M
Enterotoxinas estafilocdcicas (ng/g) 5 0 Aus -
Salmonella/25g 5 0 Aus -
QUEIJOS | Estafilococos coagulase positiva/g 5 2 102 103
Escherichia coli/g, para queijos
) 5 2 10° 5x102
ralado ou em pé
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Escherichia coli/g, para queijos
) _ 5 2 10 102
com umidade abaixo de 46%
Escherichia coli/g, para queijos
_ ) 9P _ el 5 1 102 103
com umidade igual ou acima de 46%
Bolores e Leveduras/g, somente
By ] 5 2 5x102 5x10°
para queijos ralado ou em pé

Fonte: Brasil, 2022.

4 METODOLOGIA

Neste capitulo estdo descritas as metodologias que foram utilizadas para a execucao e
desenvolvimento dos objetivos da pesquisa. Caracterizada como uma pesquisa exploratoria
guantitativa, pois teve como objetivo fornecer informacGes resultantes das andlises

microbiologicas utilizando-as para formular hipéteses sobre a qualidade do produto.

4.1 LOCAL DE EXECUCAO

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do Centro de
Tecnologia da Universidade Federal da Paraiba-Campus I, sendo este o laboratério responsavel
por todas as analises do projeto, analise de mesofilos, coliformes totais, coliformes

termotolerantes incluindo a Escherichia coli.

4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de queijo coalho foram obtidas de 4 marcas diferentes, codificadas como
LB, JE, CAT, e NAT, foram adquiridas em supermercados e padarias da cidade de Jodo Pessoa-
PB, nos meses de marco e abril de 2023. Para cada marca, foram obtidas 3 unidades de amostra,
todas de lotes diferentes, totalizando 12 amostras de queijo coalho para anélise, a procedéncia
das amostras dos queijos avaliadas nesse estudo, foram oriundas de locais de fabricacdo
diferentes, onde podemos observar as condicOes de exposicdo de venda e refrigeracdo desses

queijos (Tabela 1).

Tabela 1: Procedéncia das amostras de queijo coalho vendidas em Jodo Pessoa.
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Condicdes de

Marca Procedéncia  N° de amostras  exposicao de Embalagem
venda
LB Paraiba-PB 3 Refrigerado Fechada
JE Paraiba-PB 3 Refrigerado Fracionada
CAT Paraiba-PB 3 Refrigerado Fracionada
NAT Sergipe-SE 3 Refrigerado Fracionada

Fonte: Autoria propria,2023.

Todas as amostras coletadas para o estudo, estavam mantidas sob refrigeracdo no local
da coleta, a marca LB estava mantida em sua embalagem original de fabricacéo, as marcas JE,
CAT e NAT foram coletadas fracionadas e em embalagens de badejas de isopor com plastico
PVC. Das 4 marcas, 3 sdo de fabricacdo do estado da Paraiba e 1 de fabricacdo no estado de
Sergipe, todas comercializadas em mercados e padarias da cidade de Jodo Pessoa- PB.

As amostras foram transportadas e acondicionadas em caixas térmicas até o Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos, onde foram mantidas sob refrigeracdo a 10°C até o momento

de execucdo das analises.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As anélises microbioldgicas, foram realizadas semanalmente, sendo necessario um
periodo de 2 semanas para uma conclusédo final de cada lote de queijo coalho analisado, na
primeira semana foram realizados a contagem de mesofilos, contagem de coliformes totais e
contagem de coliformes termotolerantes, na segunda semana realizou-se os testes bioquimicos
para verificar se havia ou ndo a presenca da Escherichia coli. Para cada marca de queijo
analisou-se 3 lotes de fabricacdo distintos, sendo necessario um periodo de 6 semanas de

analises, para a concluséo final do estudo.

4.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Para a retirada da unidade analitica, foi realizada previamente a higienizacdo das
embalagens dos queijos com alcool 70% e a abertura das mesmas, com o auxilio de uma tesoura
esterilizada. Em seguida, uma porc¢éo de 25 g de queijo coalho foi pesada e misturada a 225 mL

de 4gua peptonada a 0,1%, em um copo de liquidificador e triturada por 1 minuto obtendo-se a
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diluicdo 101, Logo ap6s, esta mistura foi transferida para um frasco de diluigdo de 500 ml com
tampa rosqueével, previamente autoclavado, e feita uma homogeneizagdo manual em forma de
arco, retirando-se uma aliquota de 1 mL com o auxilio de um pipetador automatico, a qual foi
transferida para um tubo com tampa rosqueavel contendo 9 ml de agua peptonada a 0,1%,
previamente esterilizado, resultando-se na diluigdo 1072, Este mesmo procedimento foi repetido
por varias vezes até a obtencdo da diluicdo 10, levando-se em consideracéo a agitagdo prévia
dos tubos de diluicdo, antes da retirada das aliquotas de menor diluicdo para as de maior diluicdo

das amostras em analise.

4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Foram realizadas as contagens de coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli
utilizando-se o0 método do Numero Mais Provavel (NMP) (BLODGETT, 2010) e a Contagem
Padrdo em Placas para mesoéfilos foi realizada por UFC/g. Os métodos para realizagdo das
analises estdo descritos no APHA (2015).

4.5.1 Contagem padrdo em placas

A partir das diluicbes 10" a 10®, foram transferidas aliquotas de 1 mL para placas
esterilizadas vazias. Em seguida, foi adicionado o 4gar padréo para contagem (PCA), a 46°C-
48°C, fazendo a homogeneizacdo da mistura com movimentos em oito. Apos solidificacdo do
meio as placas foram incubadas invertidas em estufa a 37°C por 48h. Para a leitura, foram
selecionadas placas com 25-250 coldnias, sendo a contagem realizada em contador mecénico e
0s resultados expressos em UFC/g.

4.5.2 Contagem de coliformes pelo método do NMP

a) Teste presuntivo

Trés diluicbes das amostras (10!, 102 e 10%) foram utilizadas na analise, sendo
transferidas aliquotas de 1 mL para cada tubo contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e
um tubo de Durham, esse processo foi repetido 3 vezes, por diluicdo. Em seguida, os tubos
foram incubados em estufa a 35° C, por 24-48 horas. Foi considerado positivo tubos que
apresentaram gas no interior do Tubo de Durhan.

b) Teste confirmativo para coliformes totais
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A partir dos tubos com producédo de gés no teste presuntivo (caldo LST), foi transferida
uma alcada para tubos com Caldo Bile Verde Brilhante (BVB). Em seguida, os tubos com caldo
BVB foram incubados em estufa a 35° C, por 24-48 horas. Para a leitura, foram registrados 0s
tubos positivos e consultada a Tabela do NMP.

c) Teste confirmativo para coliformes termotolerantes

A partir dos tubos com producéo de gas no teste presuntivo (caldo LST), foi transferida
uma alcada para tubos com caldo EC. Em seguida, os tubos com esse meio, foram incubados
em banho-maria a 44,5° C, por 24-48 horas. Para a leitura, foram registrados os tubos positivos

e consultada a Tabela do NMP.

4.5.3 Teste completo para deteccéo e contagem de Escherichia coli

4.5.3.1 Isolamento de E. coli

A partir dos tubos positivos, obtidos no teste confirmativo de coliformes
termotolerantes, foi transferida uma alcada para placas com Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB). Essas placas foram incubadas invertidas, por 24 horas a 35 °C. Apo0s incubacao, as
placas foram examinadas quanto a presenca de coldnias tipicas de E. coli, que se apresentam
como coldnias negras-azuladas no centro, com 2 — 3 mm de didmetro, com bordas claras para

transmitir luz, frequentemente com um brilho metalico verde com luz refletida.

4.5.3.2 Purificacdo das colénias tipicas

Colénias tipicas, bem isoladas de cada placa EMB, foram estriadas em placas de Agar
Padrdo de Contagem (PCA) utilizando a técnica de estrias em quadrantes e incubadas a 35 °C
por um periodo de 24 horas. A partir das colénias bem isoladas e puras em placas de PCA,
foram transferidas para um tubo de agar PCA inclinado, para a realizacdo das provas
bioguimicas de indol, VM, VP e Citrato (IMViC), bem como a verificacdo da producédo de
sulfeto de hidrogénio (H.S), a formacéo de indol e a motilidade.
4.5.3.3 Testes bioguimicos- IMViC

a) Teste de Citrato

Com auxilio de uma agulha de platina retirou-se um pouco do material bioldgico de uma
col6nia isolada da cultura pura do tubo PCA e fez estrias levemente na superficie do tubo com
meio agar citrato de Simmons inclinado, incubando a 35° C por um periodo de 96 horas. A

ocorréncia de crescimento com viragem alcalina, alterando a cor do meio de verde para azul é
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indicativo de teste positivo; 0 ndo crescimento e a ndo alteragdo da cor do meio indica teste
negativo. As cepas de E. coli sdo citrato-negativas.

b) Teste de Indol

Inoculou-se uma algada de cada cultura tipica de E. coli em um tubo com caldo de
triptona 1% e incubou-se por 24 + 2 horas a 35°C + 0,5°C. ap06s incubacdo, foi adicionado 0,2-
0,3 mL do reagente de Kovacs. O aparecimento de um anel de cor vermelha distinta na camada
superior do meio de cultura é indicativo de resultado positivo. A E. coli pode ser Indol positivo
Ou negativo.

c) Teste VP e VM

Transferiu-se de um indculo a partir de uma col6nia isolada em adgar PCA da amostra
para tubos contendo 4 mL de caldo VM-VP e incubou-se a 35 °C (+/- 2 °C) por 48 h. Apos
incubacdo, foi transferido 1 mL do in6culo para um tubo, que foi adicionado de uma mistura de
0,6 mL de solugdo de a-naftol e 0,2 mL de KOH a 40%. Em seguida, o tubo foi agitado e
mantido em repouso por 2 horas. A formacdo de cor rosa eosina no meio iré indicar teste VP
positivo.

Para o teste VM, foram reincubados os tubos da cultura remanescente do caldo VM-VP
por um periodo adicional de 48 horas, totalizando 96 horas a 35°C + 0,5°C. Ap06s o periodo
relatado, adicionou-se 5 gotas da solucao de vermelho de metila a cada tubo do caldo excedente
de VM-VP, observando instantaneamente se 0 meio apresentou a formacdo de coloragéo
vermelha (VM positivo) ou amarelo (VM negativo). E. coli € VP negativo e VM positivo.

d) Teste de H2S, Indol e Motilidade (SIM)

Com uma agulha estéril, retirou-se uma col6nia isolada e inoculou-se com uma picada
dentro do meio SIM com 1 cm do fundo do tubo, certificou-se de manter a agulha em uma linha
reta, incubou-se a 37°C por um periodo de 48 horas até verificar crescimento evidente.

A Motilidade é caracterizada pela propagacéo do crescimento no meio, onde havera uma
migracdo dos organismos além da zona de inoculacdo, a producdo de sulfeto de hidrogénio se
caracteriza pela formacédo de um precipitado negro insoltvel, e para a verificacdo da presenca
de indol, adicionou-se algumas gotas de reativo Kovacs aos tubos, para verificar a formacgéo de
um anel de coloragdo no meio, sendo a formagéo da coloragéo rosa caracterizada como positivo

e a formacdo da coloragdo amarela, como negativa.
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4.6 ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos dos experimentos foram analisados baseados no percentual de
adequacao de cada amostra analisada. Para discussdo dos resultados de coliformes totais e
termotolerantes usou-se os valores estabelecidos pela Portaria n°® 146 de 1996, para discusséo
dos resultados da Escherichia coli usou-se os valores estabelecidos pela Instrucdo Normativa
n° 161, de 1° de julho de 2022.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS
5.5.1 Contagem padrao em placas
Na Tabela 2 podemos ver os resultados encontrados para a contagem de bactérias

aerobias mesofilos, os resultados foram expressos em UFC/g.

Tabela 2: Contagem Padrdo em placas de bactérias aerobias meséfilos nas amostras de queijo

coalho.

CONTAGEM DE BACTERIAS (UFC/g)

AMOSTRA LOTE1 LOTE 2 LOTE 3
LB 9,10 x 10’ 1,28 x 10° 1,70 x 10°

JE 8,70 x 10’ 1,22 x 108 1,65 x 108
CAT 6,10 x 107 2,25 x 108 1,81 x 108
NAT 7,00 x 107 2,26 x 108 1,12 x 108

Fonte: Autoria prépria, 2023.

Observando os resultados para a contagem em placa de bactérias totais, todas as
amostras (100%) de queijo coalho tiveram crescimento de bactérias mesofilas, cujos intervalos
foram: LB (9,10 x 107 - 1,70 x 10°), JE (8,70 x 10" - 1,65 x 10%), CAT (6,10 x 10" - 2,25 x 108)
e NAT (7,00 x 107 - 2,26 x 10%). Embora n&o haja limite estabelecido na legislagdo para esses
microrganismos, eles podem indicar falhas de higiene. Podemos observar na Figura 2, uma

placa com as coldnias formadas nesse estudo.
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Flgura 2- contagem de bactérias totais mesofilos

Fonte: Autoria prépria, 2023.

Segundo Reis et al. (2006) a contagem de bactérias mesofilas é adotada principalmente
para verificar as condigdes higiénicas-sanitarias no ambiente da industria onde os alimentos séo
produzidos. Ja Da Silva et al. (2017) descreve que 0s microrganismos aerébios mesofilos
podem ser usados também para avaliar a qualidade do produto, onde suas altas contagens
podem indicar uma ineficiente sanitizacdo, podendo ter falhas durante o processamento, além
de uma matéria-prima de méa qualidade.

Melo et al. (2013) fizeram um estudo avaliando a qualidade microbioldgica do queijo
coalho comercializado na regido Norte do Ceard, e verificaram a presenca dessas bactérias em
todas as amostras analisadas, com contagens variando de 3,7 x 10° UFC/g a 1,3 x 10° UFC/qg,
eles concluiram que havia mas condi¢bes de higiene durante a fabricacdo e manuseio dos
queijos.

Balduino et al. (2021) também analisaram microrganismos meséfilos em queijo coalho
comercializado em Lavras-MG, onde 100% das amostras analisadas tiveram a presenca de
bactérias mesofilas, variando de 2,03 x 10% a 3,8 x 10° UFC/g. Apesar da presenca dos
mesofilos, concluiu-se que todas as amostras estavam dentro dos padrdes exigidos pela
legislagéo.

Um estudo realizado por Carvalho (2015), analisando bactérias mesofilas em queijo
minas frescal, mostrou que de 40 amostras avaliadas 26 (65,0%) apresentaram crescimento para
esse grupo de bactérias, com as seguintes varia¢fes por amostra: A (5,70 a 7,23 log10UFC/qg),
B (5,50 a 6,50 log10UFC/g), C (7,11 a 8,11 log10UFC/g), D (6,3 a 7,64 log10UFC/qg), E (7,15
a 8,21 log10UFC/g), G (7,20 a 7,40 loglOUFC/g) e H (6,20 a 6,20 log10UFC/qg).
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5.1.2 Contagem de coliformes totais e termotolerantes

Os resultados encontrados para as 12 amostras de queijo coalho para a contagem de
coliformes totais e termotolerantes se encontram presentes na Tabela 3. Todas as amostras de
queijo coalho avaliadas possuiam o SIF (Selo de Inspe¢do Federal), sendo assim, esses produtos
séo regularmente inspecionados por representantes do MAPA ou da Secretaria da Agricultura

e todas as amostras devem seguir os padrdes da legislacéo.

Tabela 3: Resultado das amostras analisadas para coliformes totais e termotolerantes.

Amostra Coliformes (35°C) Coliformes (45°C)
(NMP/qg) (NMP/g)
LB-LOTE 1 >1.100 >1.100
LB- LOTE 2 >1.100 >1.100
LB- LOTE 3 >1.100 >1.100
JE-LOTE 1 >1.100 >1.100
JE-LOTE 2 >1.100 >1.100
JE-LOTE 3 >1.100 >1.100
CAT-LOTE 1 >1.100 >1.100
CAT-LOTE 2 >1.100 >1.100
CAT-LOTE 3 >1.100 >1.100
NAT- LOTE 1 >1.100 >1.100
NAT- LOTE 2 >1.100 >1.100
NAT- LOTE 3 >1.100 >1.100

Fonte: Autoria prdpria, 2023.

De acordo com a Tabela 3, todas as amostras de queijo coalho analisadas estavam
contaminadas com coliformes totais (35°C) e termotolerantes (45°C), em numeros acima de
1.100 NMP/g.

Com relagdo a legislacdo, a Portaria n°® 146 de 1996, do Ministério de Agricultura
(Brasil, 1996) estabelece limites maximos para coliformes totais e termotolerantes, variando de
1.000-10.000 e de 500-5.000, respectivamente, dependendo do teor de umidade do queijo. A
legislacdo estabelece limites para queijos com umidade média variando de 36% a 46% e alta
umidade de 46% a <55%. Considerando a ampla faixa de variacdo nesses padrdes, nao foi

possivel afirmar se os queijos analisados atendiam ou ndo ao padréo, tendo em vista que o teor
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de umidade destes ndo foi determinado. Ainda, era preciso ter usado amostras mais diluidas
para a obtengéo de valores mais precisos, tendo em vista que com um resultado acima de 1.100,
na Tabela do NMP, o intervalo de confianca se situa entre 420 — infinito. Podemos observar nas
Figuras 3 e 4 a formacéo de gas nos tubos de EC e BVB.

Em outros estudos que também analisaram coliformes totais e termotolerantes em
alimentos foram encontrados valores >1.100 NMP/g e apesar de ndo terem determinado a
umidade dos queijos, 0s autores consideraram os produtos com esses nimeros de coliformes
insatisfatorios ao consumo (BEZERRA, 2017; TORRES, 2022.)

A presenca de coliformes em altos niveis sugere que as condi¢des higiénicas-sanitérias
das amostras estudadas estavam insatisfatorias, podendo ser questionada a qualidade da matéria
prima utilizada na fabricacdo desses queijos, a auséncia de boas praticas de fabricacdo ou de

falhas em sua aplicagéo, assim como as condi¢fes de armazenamento e transporte.

Figura 3 - Formagéo de géas nos tubos de BVB. Figura 4 - Formagéo de géas nos tubos EC.

Fonte: Autoria propria, 2023 Fonte: Autoria prépria, 2023.

Ainda a presenca de altos niveis de coliformes termotolerantes em alimentos nos mostra
gue houve falha no processo produtivo desse produto e indica que houve contato de material
fecal com o alimento, podendo estar na matéria-prima, utensilios e equipamentos utilizados na
fabricacéo e falta de higiene por parte dos manipuladores (GARCIA-CRUZ et al., 1994).

Além do risco evidente que a alta contagem de coliformes pode representar a satde do
consumidor, ela também pode influenciar na qualidade sensorial do produto, trazendo
problemas tecnolégicos. Os queijos utilizados nesse estudo sdo de origem industrial, ou seja,



27

passam por processo de pasteurizacdo. A presenca de coliformes em queijos utilizando leite
pasteurizado pode estar relacionado a falhas no processo de pasteurizagao e nas etapas seguintes
a esse processo em sua fabricacdo (OLIVEIRA, 2017).

Fatores como alta umidade, auséncia de maturacdo, alta atividade de agua também
influenciam no desenvolvimento de uma maior carga microbiana nesse tipo de queijo, além de
diminuir seu tempo de vida util. Apesar de coliformes serem sensiveis a temperaturas elevadas
da pasteurizacdo do leite, podem ser encontrados em queijos devido ao uso de leite cru ou de
contaminacgdes pos-processo de pasteurizacdo (BELOTI et al., 2015).

Diversos estudos analisaram coliformes em alimentos. Torres (2022) analisou 6
amostras de queijo coalho comercializadas na regido de Recife-PE, e encontraram que as 6
amostras apresentavam contagens para coliformes totais variando de 3,6 NMP/g a >1.100
NMP/g e para coliformes termotolerantes de <3,0 a >1.100 NMP/g. Ele concluiu que apenas 1
marca de queijo estava apta para 0 consumo seguindo os padrdes exigidos pela legislacéo.
Santana et al. (2008) analisou amostras de queijo coalho comercializadas na regido de Aracaju-
SE, e encontraram coliformes totais de 8 x 10> NMP/g a 1,23 x 10* NMP/g e termotolerantes
de 2,72 x 102 NMP/ga 1,12 x 10° NMP/g, o estudo concluiu que 93,3% apresentaram valores
acima dos exigidos para coliformes termotolerantes, concluindo que 0s queijos estavam
impréprios para 0 consumo.

Bezerra et al. (2017) analisou 20 amostras de queijo coalho comercializadas na regido
de Sousa-PB, e encontraram para coliformes totais 19 amostras com resultados >1.100 NMP/g
e para coliformes termotolerantes variaram de <3 NMP/g a >1.100 NMP/g, concluindo que
todas as amostras apresentaram contagens elevadas para coliformes totais e 35% apresentaram

contagem acima do permitido para coliformes termotolerantes.

5.1.3 Detecc¢ao e contagem de Escherichia coli

Os resultados encontrados para a Escherichia coli nas amostras de queijo, estdo
dispostas na Tabela 4. Na Figura 5 vemos como se di& a formacdo das coldnias com

caracteristicas tipicas dessa bactéria no meio EMB.

Tabela 4: Resultado das amostras analisadas para Escherichia coli
Amostras NMP/g
LB-LOTE 1 16
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LB-LOTE 2 3,0
LB-LOTE 3 3,0
JE-LOTE1 7,4
JE-LOTE 2 <3,0
JE-LOTE3 <3,0
CAT-LOTE1 4,0
CAT-LOTE 2 4,0
CAT-LOTE3 <3,0
NAT-LOTE 1 <3,0
NAT- LOTE 2 <3,0
NAT-LOTE 3 <3,0

Fonte: Autoria prdpria,2023.

Figura 5 - Placa com col6nias caracteristicas da E. coli

Fonte: Camara,2013.

Podemos observar nos resultados que das 12 amostras analisadas, 6 (50%) tiveram a
ocorréncia da Escherichia coli e 6 (50%) apresentaram resultado negativo para a mesma
bactéria. Apesar de 50% dos queijos terem a ocorréncia dessa bactéria todas as amostras
estavam dentro do padrdo exigido pela legislagdo, segundo a Instru¢cdo Normativa n° 161, de
1° de julho de 2022. Nesta normativa, o limite maximo estabelecido para E. coli em queijos
pode variar de 102 a 10° células/g, dependendo do teor de umidade do queijo.

Observando as amostras, a marca LB teve a ocorréncia da E. coli em todos os lotes
analisados, a marca JE em 1 lote, a marca CAT em 2 lotes e a marca NAT foi a Unica a ndo ter
nenhuma ocorréncia dessa bactéria. Segundo Barbosa (2015) Sendo o queijo coalho um

alimento nutritivo com teor de nutrientes compativeis com o desenvolvimento de
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microrganismos, é necessario que seja mantido a cadeia de frio durante toda a sua estocagem,
visto que mesmo tendo ocorréncias em niveis baixos de E. coli elas podem se multiplicar e
atingir niveis inaceitaveis.

Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2012) ao analisar queijos
coalhos produzidos no agreste do estado de Pernambuco. Esses autores confirmaram a presenca
da Escherichia coli em 100% das amostras, com valores variando de 1 NMP/g a 8,78 NMP/qg,
entretanto todos os queijos estavam dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo RDC N°
12/2001. Oliveira et al. (2010) realizaram um estudo com microrganismos indicadores de
condicGes higiénicas sanitarias em queijos coalhos comercializados no municipio de Cabo de
Santo Agostinho. Nesse estudo 89% das amostras analisadas estavam com valores superiores a
500 NMP/g para coliformes termotolerantes, sendo observado a presenca da E. coli em 64,29%
das amostras analisadas, variando de 23 NMP/g a > 1.100 NMP/g.

Resultados diferentes foram encontrados por Magalhées et al. (2019) onde foram
analisadas 24 amostras de queijo coalho comercializado em Manaus-AM, das quais 14
apresentaram contagens para E. coli superiores a 4x10> NMP/g. Bomfim et al. (2020) também
analisou queijos coalhos comercializados em Vitoria da Conquista-BA confirmando a presenca
de E. coli variando de 240 NMP/g a 1.100 NMP/g.

No estado do Ceard, também foi realizado estudos referentes a presenca de coliformes
fecais, onde Borges et al. (2003) ao analisarem 43 amostras de queijo coalho, concluiram que
74,4% das amostras continham niveis superiores aos padrdes estabelecidos pela legislacao
vigente para coliformes termotolerantes, e teve confirmacao para a E. coli em 93% das amostras
avaliada, sendo 83,7% com valores variando de 3 NMP/g a 240 NMP/g e 9,3% com valores de
1.100 NMP/g a >2.400 NMP/g.
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6 CONCLUSAO

As analises microbioldgicas realizadas nesse estudo concluiram que todas as amostras
apresentaram crescimento para bactérias mesofilas, coliformes totais, coliformes
termotolerantes e 50% tiveram ocorréncias de Escherichia coli.

O crescimento de bactérias mesdfilas variou de 6,10 x 10’ UFC/ga 1,70 x 10° UFC/g,
apesar de nao ter na legislacdo valores limites para o crescimento dessa bactéria, seu
crescimento e altas contagens é um fator relevante para a realizagcdo de um controle mais rigido
quanto a higiene na produgéo, armazenamento e comercializacdo desses queijos.

Quanto a presenca de coliformes totais e termotolerantes, todas as amostras tiveram
valores >1.100 NMP/g. Por ndo ter sido determinado o teor de umidade, ndo se pode concluir
se as amostras estavam em desacordo com a Portaria 146/96, do MAPA, visto que essa portaria
considera o teor de umidade do queijo como fator relevante para os parametros microbioldgicos,
porém altos niveis de coliformes totais questiona a falta de boas praticas de fabricacdo e a
presenca em altos niveis de coliformes termotolerantes mostra que esses queijos tiveram contato
com material fecal, refor¢ando a necessidade de os érgdos responsaveis pela fiscalizacao desse
produto serem mais rigorosos, afim de garantir um produto com condi¢6es higiénico-sanitéaria
mais satisfatorias.

A ocorréncia da bactéria Escherichia coli esteve em 50% dos queijos analisados nesse
estudo, variando de <3 NMP/g a 16 NMP/g, sendo esses valores dentro dos padrdes
estabelecidos na Instrucdo Normativa n° 161, de 1° de julho de 2022, concluindo que essa
bactéria nos valores encontrados ndo representa um risco para a satde do consumidor.

Em resumo, todos os queijos coalho analisados estdo em condic¢des higiénicas-sanitarias
insatisfatdrias, podendo ter um melhor controle quanto as boas praticas na sua producao,
transporte e armazenamento, se tratando de bactérias patogénicas Escherichia coli os queijos
analisados ndo representam um risco para a satde do consumidor, visto que seus valores estao

em acordo com os estabelecidos na legislagéo.
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