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Avaliacéo da qualidade microbiol6gica em amostras de queijo de coalho comercializado

no municipio de ltacoatiara - AM.

Resumo:

O queijo de coalho é um alimento amplamente consumido entre 0s amazonenses,
caracterizado como um produto de relevante importancia socioeconémica e nutricional. Na
regido, a producdo é realizada em grande maioria de modo artesanal por pequenos
produtores, tendo como matéria prima o leite cru, o que torna esta pratica um meio propicio
a contaminagdo do produto final. A auséncia de boas praticas de fabricacdo, atrelado a
procedimentos inadequados de acondicionamento, transporte e armazenamento em
estabelecimentos comerciais, resulta em exposicdo do consumidor ao risco de adquirir
doengas transmitidas por alimentos. Por sua importancia relacionada a aspectos sanitarios e
socioeconémicos, o trabalho objetivou avaliar as condicfes higiénico-sanitarias do queijo
de coalho comercializado no municipio de Itacoatiara — AM, por meio de analises
microbiologicas, através da determinacdo do NUmero Mais Provavel (NMP/g) de
coliformes totais e fecais a 35 e 45 °C, pesquisa de Escherichia coli e Salmonellas sp.,além
da contagem de Staphylococcus aureus e mesofilos. Foram realizadas visitas aos
estabelecimentos sendo observadas condutas inadequados a alimentos. Por meio da
analise microbioldgica, seguindo metodologias da American Public Health Association
(APHA), US Food and Drug Administration (FDA) e da I1SO 6579:2007, foram
investigadas 6 amostras de queijo de coalho provenientes de dois fornecedores - feira
municipal, das quais os resultados apontaram 33,4% de contaminacdo por E. coli das
amostras analisadas, com registro dos NMP/g de coliformes acima de 2.400; presenca
de Salmonella sp. em 16,7% e a média das contagens de Staphylococcus aureus e
mesofilos foi de 1,3 x 10° UFC A e 2,8 x 10* UFC/g , respectivamente, demonstrando
condigdes imprdprias para 0 consumo humano como regulamenta a Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitéria, conforme resolucdo n°12/2001. Visando minimizar a



contaminagdo microbiana se fazem necessarios a capacitacdo continua dos produtores,
ampliagdo das inspecBes sanitarias e o acompanhamento por meio de andlises para

caracterizar a qualidade microbioldgica do produto lacteo comercializado.

Palavras-chave: CondicGes higiénico-sanitarias, Contaminacdo de produtos lacteos,

Boas Praticas de Fabricacéo.



Abstract:

The cheese curd is a food widely consumed among the Amazonians, characterized as a
product of a substantial socioeconomic and nutritional. In the region, production is held
in vast majority of artisanal way by small producers, whose feedstock raw milk, which
makes this practice a means conducive to contamination of the final product. The lack
of good manufacturing practices, linked to inadequate procedures for packaging,
transport and storage in commercial establishments, resulting in consumer exposure to
the risk of acquiring foodborne illness. Because of its importance related to health and
socioeconomic aspects, the study aimed to assess the sanitary conditions of curd cheese
sold in Itacoatiara - AM through microbiological analysis by determining the most
probable number of total and fecal coliforms to 35 and 45 ° C, search of Escherichia
coli and Salmonella sp. beyond count of Staphylococcus aureus and mesophilic. Visits
were made to establishments being observed misconduct will food. Through
microbiological analysis, following methods of the American Public Health Association
(APHA), U.S. Food and Drug Administration (FDA) and ISO 6579:2007, 6 were
investigated samples of cheese curd from the county fair, the results of which showed
33.4% of contamination by E. coli samples analyzed with the log MPN / g of coliforms
above 2400.0; presence of Salmonella sp. 16.7% and the average counts of mesophilic
and S. aureus was 1,3 x 10° UFCA and 2,8 x 10° UFC/g , respectively, showing
conditions unfit for human consumption, according regulates the National Agency for
Sanitary Vigilance, through Board Resolution No. 12 of January 2, 2001. To minimize
microbial contamination are necessary to continuous training of farmers, extension of
health inspections and monitoring through analysis to characterize the microbiological

quality of the milk product marketed.



Keywords: Sanitary condition, contamination of dairy products, Good Manufacturing
Practices.

1. Introducéo

O queijo coalho é um alimento de grande comercializagdo no estado do
Amazonas, por apresentar vantagens como a facil aceitacdo pelos consumidores, baixo
custo e processo de fabricacdo simples. Segundo o Ministério da Agricultura e do
Abastecimento, entende-se por queijo o produto fresco ou maturado obtido por
separacgdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial, ou totalmente
desnatado), ou de soros lacteos coagulados pela acdo fisica do coalho, de enzimas
especificas, de bactérias especificas, de acidos organicos, isolados ou combinados,
todos de qualidade aceitavel para o uso alimentar, com ou sem agregacéo de substancias
alimenticias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias

aromatizantes e matérias corantes (BRASIL 2008).

O queijo ¢ obtido por coagulacdo do leite por meio de coalho, complementada
ou ndo pela acdo de bactérias lacteas selecionadas (Streptococcus leuconostoc,
Lactobacillus sp.), é classificado como queijo de média a alta umidade, sendo

denominado de queijo de coalho (Brasil 1996).

Como derivado tradicional do leite, o queijo com propriedades organolépticas e
nutritivas, tem grande aceitacdo no mercado, apresentando-se para 0 consumo com
diversas variedades quanto ao tipo, sabor, cor, forma e aroma, a fim de satisfazer aos

varios paladares dos seus consumidores (Nogueira 2006).

A fabricacdo de queijos consiste uma série de operacfes desde a producdo de
leite até o ultimo dia de maturacdo e expedicdo para o mercado. A qualidade do queijo

depende diretamente da qualidade do leite, sendo necessario um rigido controle durante



todas as fases de processamento, pois a matéria prima muitas vezes ndo recebe o
tratamento adequado, seja na ordenha, acondicionamento ou transporte, favorecendo
assim a sua contaminacdo e interferindo nas caracteristicas higiénico-sanitarias do

produto final.

Durante o processo de producdo, elaboragdo, transporte, armazenamento e
distribuicdo, a contaminacdo microbiana dos alimentos é indesejavel e, inclusive,
nociva, assim, a exposicdo do produto durante a comercializacdo traz como
consequéncia queijos de baixa qualidade expondo o consumidor ao risco de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA). O ar, o ambiente, as embalagens primarias, as maos
dos funcionarios, bem como o0s equipamentos e o0s utensilios, constituem pontos
importantes que devem ser ajustados as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) de forma a
ndo representarem risco de contagio ao produto (Peixoto et al. 2007), e desta forma

evitar os surtos decorrentes de alimentos contaminados.

O queijo de coalho, por ser elaborado em pequenas propriedades rurais ou em
pequenas industrias, que ndo adotam as BPF, € obtido em condicdes higiénico-sanitarias
deficientes e precarias, ndo apresentando seguranca microbiolégica e padronizacdo de
qualidade. Essa contaminacdo assume destacada relevancia para a salde publica,
principalmente quando o alimento é consumido sem tratamento térmico. Dessa forma,
para o leite e seus derivados, cuidados higiénicos desde a ordenha até a obtencdo do

produto final devem ser empregados (Catao e Ceballos 2001).

A qualidade do queijo de coalho estd diretamente relacionada ao fato de sua
matéria prima também ser de qualidade, e por isso 0 Ministério da Saude através da
Resolucdo da Diretoria Colegiada RDC n° 12/2001 da ANVISA, estabelece os padrdes

Microbioldgicos para alimentos bem como adota metodologia analitica editada



pela Association of Official Analytical Chemists (FDA/AOAC). A ANVISA considera

ainda para o queijo de coalho através do NUmero Mais Provavel por grama (NMP/g)
uma toleréncia de 5x102 da amostra para Coliformes a 45 ¢ Staphylococcus coagulase

positiva e auséncia de Salmonella sp. e L. monocytogenes.

Normalmente, dentre 0s microrganismos encontrados no queijo de coalho, em
funcdo da auséncia de BPF, destacam-se coliformes totais e fecais, Escherichia coli,
Salmonella sp. e Staphylococcus aureus (Santana et al. 2008). Tendo-se a importancia
de se identificar a presenca de coliformes fecais em produtos derivados do leite, tanto
pelo aspecto sanitario como o de saude publica, porém, deve-se destacar o papel destes
microrganismos no processo industrial, no que diz respeito as caracteristicas e aspectos

de cada tipo especifico de queijo. Beux (2011) corrobora afirmando que os coliformes

metabolizam a lactose, produzindo, entre outras substancias, acido lactico e CO», que

fica retido na massa dos queijos, provocando o aparecimento de pequenos orificios,
também chamados de olhaduras, e, quando o namero de coliformes é excessivo, 0 gas

provoca o estufamento do queijo.

Por suas caracteristicas de processamento inadequado, 0s queijos produzidos em
pequenas fabricas, ou artesanalmente, apresentam em geral uma grande quantidade de
microrganismos responsaveis pela deterioracdo e ou a reducdo da vida Util do produto
(Peixoto et al. 2007). Faz-se necessario para um maior controle de qualidade, a
determinacdo de agentes indicadores os quais irdo fornecer informacdes da ocorréncia
de contaminantes de origem fecal, com a possibilidade de identificacdo de
microrganismos patogénicos.

Neste trabalho, foram adotados como indicadores das condi¢bes higiénico-

sanitarias do queijo de coalho a contagem de coliforme total; contagem de coliforme



termotolerante (45 °C); contagem de Staphylococcus coagulase positiva; a pesquisa de
Escherichia coli, bem como de Salmonella sp.. Esses microrganismos estdo
relacionados a maioria dos casos de gastroenterites. Durante o desenvolvimento da
pesquisa levou-se em consideracdo o desenvolvimento de uma proposta de trabalho para
adocdo de boas préticas de fabricagdo e manipulacdo voltada para produtores e
comerciantes.

A oferta de produtos adequados ao consumo, sem expor a satde do consumidor,
eleva a credibilidade do produtor e consequentemente seu retorno econdmico. Por isso
torna-se necessario conhecer a qualidade higiénica sanitaria aplicada em todo o
processamento, uma vez que, atraves deste conhecimento podem-se determinar 0s
grupos de microrganismos indicadores e patogénicos encontrados no alimento bem

como sua origem.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais
e Agua peptonada a 0,1% (AP);
e Agar Baird Parker (BP);
e Agar Padrdo para Contagem (PCA);
e Agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD);
e Agar triplice agucar ferro (TSI);
o Agar Eosina-azul de Metileno (EMB);
e Agar Nutriente inclinado;

e Caldo de Cérebro e Coracdo (BHI)



Caldo Rappaport-Vassiliadis Soja (CRV);
Caldo Verde Brilhante Bile (CVB);
Caldo Lauril Sulfato Triptose (CL);
Caldo E.coli (CEC);

Placa de Petri;

Alca de Drigalski;

Tubo de Durhan;

Tudo de Ensaio;

Erlenmeyer;

Alca de platina;

Haste de platina;

Pipeta de 10 mL;

Pipeta de 1 mL;

Bico de bulsen;

Balanca semi analitica;

Autoclave;

Estufa;

Reagente de Kovac’s;

Teste de fermentacdo de lactose e sacarose

Enterokit B para identificacdo bacteriana - CITRATO, MILI EPM (Probac)



2.2 Coleta de amostras

Foram coletadas aleatoriamente amostras de dois estabelecimentos que vendem
queijo na feira municipal de Itacoatiara, selecionada por se tratar da Unica feira a
realizar a venda de queijo de coalho e por ter alto fluxo de comercializagcéo, sendo que
em cada ponto de coleta tomou-se trés amostras em momentos diferentes. As amostras
foram fracionadas, identificadas, pesadas na embalagem comercial originaria do local
de venda, acondicionada em caixas isotérmicas e transportada, em seguida, até o
laboratério de microbiologia do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia
(ICET/UFAM), onde se realizou, imediatamente, o processamento e a analise da

amostra (Silva et al. 2010).

2.3 Métodos de andlise

2.3.1 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva
Para a analise Staphylococcus Coagulase Positiva, foram feitas diluicGes - 10'1,

10'2 e 10'3, das quais foram retiradas 0,1 mL e semeadas com alca de Drigalski em

superficie de Agar Baird-Parker suplementado com emuls&o de gema de ovo e solugéo
de Telurito de Potassio. Depois de incubadas as placas a 35 °C por 48h foram contadas
as colbnias caracteristicas de cor negra tipicas de Staphylococcus aureus (Pietrowski

2008; Silva et al. 2010).

2.3.2 Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes (45 °C)

O método classico de contagem de coliformes totais, termotolerantes e E. coli
em agua e alimentos é o do Numero Mais Provavel (NMP), que inclui as seguintes
etapas: 1) teste presuntivo, em que aliquotas de trés diluicdes da amostra foram
inoculadas em uma série de trés tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST). O
LST contém lactose que fermenta e permite turvagdo com producédo de gas nos tubos de

10



Durhan a partir da qual se pode observar crescimento. O teste presuntivo foi realizado
em tubos contendo caldo Lauril Sulfato Triptose, incubados em estufa a 35-37 °C, por
24-48h. O caldo presente nos tubos positivos foi semeado em caldo verde brilhante bile
2% (VBBL) e incubado a 35 °C, durante 24-48h, para confirmagéo de coliformes totais,
e semeados em tubos contendo caldo E. coli (EC), incubados a 45,5 °C, por 24-48 horas,
para confirmagdo de coliformes termotolerantes (Pietrowski 2008; Silva et al. 2010;

Dantas 2012).

2.3.3 Pesquisa de Samonella sp.
Para a deteccdo de Salmonella spp., a diluicdo 10'1 em caldo Lauril Sulfato

Triptose foi incubada a 35 °C por 18-20h (pré-enriquecimento). Posteriormente,
transferiu-se volumes de 1 ml para tubo contendo 10 ml de caldo Rapapport-Vassiliadis
Soja que foram incubados a 42 °C (enriquecimento seletivo). Apds 24h, realizaram-se
repiques em placas de agar Eosina-azul de Metileno (EMB) e agar Xilose Lisina
Desoxiciolato (XLD), que foram incubadas a 35 °C por 18-24h, observando-se e

isolando-se colbnias tipicas conforme a técnica seguida. Os microrganismos isolados
foram submetidos a identificacdo bioquimica: testes producao de gas, producéo de H»S,

Hidrolise da uréia, Desaminacdo do triptofano, motilidade, Descarboxilacdo da lisina,

producdo de indol e citrato (Pietrowski 2008; Silva et al. 2010; Dantas 2012).

2.3.4 Pesquisa de Escherichia coli.

Uma vez realizada a contagem de coliformes termotolerantes em tubos contendo
caldo E. coli (EC) tendo confirmada a presenca pela incubagdo a 45,5 °C, por 24-48

horas, esses tubos EC positivos foram utilizados para semeadura em placa contendo

11



agar Eosina-azul de Metileno (EMB), incubadas a 37 °C, por 24h. As colbnias que
apresentaram centro negro e com brilho verde metélico foram repicadas em &gar
Nutriente inclinado e incubadas a temperatura de 37 °C por 24h, em seguida manteve-se

sob refrigeracéo (Silva et al. 2010; Dantas 2012).

3. Resultados e Discusséo

3.1 Local e dados de coleta

Realizou-se um levantamento de dados nas feiras da cidade, para verificar o fluxo de
venda do queijo de coalho, em seguida foram selecionados dois pontos de venda na
feira municipal, dos quais se coletou amostras e realizou-se analise em laboratorio,
sendo os lugares selecionados dois pontos (Figura 1). Nas visitas aos locais de venda,
percebeu-se que a comercializacdo do queijo ocorre na maioria das vezes sem
cuidados higiénico-sanitarios, o transporte e recebimento do produto séo efetuados
sem refrigeracdo e o acondicionamento é sobre balces a temperatura ambiente, em
plena exposicdo, o que compromete a seguranca microbiologica e a qualidade dos
alimentos. Com a aplicacdo de questionarios (Anexo) se obteve informacbes das
inadequadas condi¢des de higiene do leite utilizado, a deficiéncia nos procedimentos
de sanitizacdo de equipamentos e utensilios. O queijo de coalho é comercializado em
bancas do mercado, feiras livres, supermercados, mercadinhos e padarias diretamente
aos consumidores. A fabricacdo desse produto é simples e de baixo custo, é feito
com técnicas que normalmente ndo estdo normatizadas, uma vez que elas sdo
adotadas de acordo com o entendimento e aprendizagem que cada produtor adquiriu
ao longo de sua experiéncia. Outro ponto de destaque que pde em risco a qualidade

sanitaria do queijo é a forma de comercializacdo que ocorre sem a devida protecao a
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agentes contaminantes, onde o0 comerciante 0 manuseia sem protegéo, seja com 0 Uso
de luvas descartaveis, toucas ou aventais, propiciando um meio de contaminacéo
direta. Além do mais os queijos ndo sdo normalmente embalados, sendo expostos ao ar
livre, e quando recebe algum invdlucro ele é inadequado, ndo garantindo a inocuidade
do produto. Para a realizacdo desse estudo, as amostras de queijo foram coletadas em
dois balcdes de venda na Feira do Produtor Rural na cidade de Itacoatiara - AM,
caracterizados como 0s principais pontos comerciais e distribuidores de queijo, em
virtude de essa ser a Unica feira do municipio que comercializar queijo, sendo a venda
em grande escala. O fato de a maior parte das panificadoras da cidade realizarem a
venda desse produto ocorreu uma mudanca no objetivo sendo as coletas realizadas em
apenas um local de venda — a feira, ndo mas em panificadoras, sendo em todos 0s
pontos de venda acreditando-se obter um resultado mais significativo. Estes pontos de
venda recebem produtos de no maximo trés procedéncias, todas sendo de localidades
proximas ao municipio, fato justificado e comprovado mediante aplicacdo de

questionario (em anexo) junto aos comerciantes.

Os dados foram coletados nos meses de Fevereiro, Mar¢o, Abril, Maio e Junho do ano
2013, sendo sempre no horario da manhd no comércio varejista do municipio, apos
preparacdo e estudo para realizar a coleta das amostras adotando as recomendacdes na
Instrucdo Normativa N° 62 (BRASIL, 2003). A retirada de fracfes da peca inteira foi
realizada pelo proprio comerciante utilizando a faca de costume, depois acondicionada
em sacos plasticos e transportada em caixa isotérmica sem gelo (Figura 2), com a
identificacdo de cada amostra e informacdes prestadas pelo comerciante, através do

preenchimento de uma ficha de cadastro, previamente elaborada.
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Ao chegarem ao laboratdrio as amostras foram imediatamente processadas e iniciou-
se 0 processo de analise, realizadas no Laboratério de Microbiologia do Instituto de

Ciéncias Exatas e Tecnologia - ICETUFAM.

3.2 Analises microbioldgicas

Este procedimento exige dedicacdo, responsabilidade e técnicas assépticas, uma vez
que acles inadequadas podem gerar diagnosticos incompativeis com a qualidade do
produto examinado. Salotti et al. (2006) afirmam que tal procedimento deve ser
encarado com certo rigor , pois s6 assim pode-se conhecer a existéncia de possiveis
deficiéncias de manipulacdo, atraves da averiguacdo da presenca de microrganismos
indicadores de ma qualidade higiénica e de microrganismos patogénicos, que
implicariam em  contaminagdo do alimento. Para a realizagdo da analise
microbioldgica adotou-se a técnica preconizada pela American Public Health
Association (APHA), onde a mesma deu-se em algumas etapas determinacdo do NMP/g
de Coliformes Totais; pesquisa de Coliformes termotolerantes; E. coli; pelo método US
Food and Drug Administration (FDA) para contagem de Staphylococcus aureus e pela
ISO 6579:2007 da International Organization for Standardization, para pesquisa de
Salmonella sp. Somente essas técnicas foram realizadas, devido a dificuldade de
aquisicdo do kit bioquimico para teste de coagulase em Staphylococcus aureus, assim
como, a pesquisa para verificar presenca de Listeria monocytogenes na amostra a qual

também ndo foi realizada.

A fim de evitar contaminacdo dos meios, haja vista o resultado da pesquisa exigir dados
fidedignos, que retratem a qualidade do queijo comercializado e ndo dados de falha
técnica decorrente de procedimentos inadequados ou inseguros, adotou-se técnica estéril

em todas as etapas, utilizando para tal fim, desde a preparacéo até a semeadura, 0
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ambiente na circunferéncia do bico de Bunsen, além disso, as vidrarias foram
esterilizadas em autoclaves a uma temperatura de 121 °C durante um periodo de 15
minutos para entdo serem utilizadas. Apds cada manuseio das hastes e alcas de platinas,
a fim de garantir que as mesmas permanecessem estéreis, elas eram imediatamente
flambadas em bico de Bunsen, durante o tempo necessario para que elas ficassem
rubras. Para a determinacdo do Numero Mais Provavel por grama de Coliformes Totais,
utilizou-se a técnica de tubos multiplos, na qual foram utilizados nove tubos, agrupados
de trés em trés conforme a diluicdo, e posteriormente agrupados para fazer a contagem
utilizando a Tabela do Numero Mais Provavel por 100ml, para séries de 3 tubos com

indculos de 10 ml, 1,0 ml e 0,1 ml, e respectivos intervalos de confianga 95%.

Para tanto se adotou o seguinte procedimento: pesagem de 25g da amostra, que foi
acondicionado em saco esteril e fechado, seguido da fragmentacdo manual da mesma,
que na sequéncia foi colocada no frasco - baldo Erlenmeyer com 225 ml de Agua
peptonada, sendo em seguida homogeneizada com movimentos circulares do frasco
(Figura 2). Este procedimento foi adotado em cada uma das 6 amostras do estudo, sendo
uma coleta por vez para evitar possiveis confusdes, ja que havia disponibilidade de
material para toda semana. Com a homogeneizacdo concluida, utilizando pipetas de

graduacéo especifica (10 e 1 ml) embaladas e esterilizadas individualmente, foi retirada

do frasco Erlenmeyer (diluicédo 10'1) 1ml da solucéo transferindo-se para tubo de ensaio
contendo 9ml de AP (diluicéo 10'2) , da qual foi transferido 1ml para um segundo tubo

contendo AP (diluicdo 10'3), a partir dessas diluicdes a amostra foi inoculada em

triplicata para tubos de ensaio contendo caldo Lauril e tubos Durhan invertidos, com o
seguinte quantitativo de 1ml para os trés tubos correspondentes a cada diluicdo. Vale

ressaltar que este procedimento se deu em nove movimentos para cada amostra, sendo
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realizados em baterias de pipetagem agrupadas em trés para se evitar acidentes e nem
correr o risco de aumentar a dilui¢do, o que poderia interferir nos resultados. Destaca-se
ainda que se teve o cuidado de realizar a identificacdo de cada tubo com o cédigo da
amostra (local e numero da coleta), 0 meio utilizado e a diluigcdo, a fim de evitar troca
de amostras e viés de leitura, garantindo com isso a confiabilidade dos dados e a

preservacdo da identidade do comerciante.

Na sequéncia procedeu-se a incubacdo dos tubos contendo Caldo Lauril (CL), que
contém na sua composicdo triptose, fosfato de potassio, cloreto de sodio, lactose,
fosfato monopotassico, lauril sulfato de sddio e agua destilada. O processo de incubacéo
deu-se por 24-48 horas a uma temperatura de 35 + 2 °C utilizando-se a estufa
microbioldgica. Este procedimento é realizado para propiciar o desenvolvimento
microbiano, a partir do fornecimento de nutrientes, vindo do meio de cultura e pelas
condicGes ambientais, por meio de conforto térmico ofertado pela estufa, que sejam

propicios para proliferacao e desenvolvimento do agente a ser pesquisado.

O CL é um meio rico em nutrientes que permite um rapido desenvolvimento de
microrganismos fermentadores de lactose, considerado um meio de teste presuntivo
para coliformes totais e termotolerantes. Na preparacdo deste meio foi seguida a técnica
recomendada pelo fabricante. A fermentacdo da lactose presente no CL leva a producéo
de &cido e gas, sendo este Gltimo evidenciado pela formacdo de bolhas no interior do
tubo de Durham (Figura 3), e segundo recomendacéo de Brasil (2003) sdo considerados
como positivos a formacgédo de gas minima de 1/10 do volume total do referido tubo. A
partir dos tubos positivos em Caldo Lauril Sulfato Triptose indicativo de contaminacéo
pelo método presuntivo de coliformes totais, realizou-se o teste confirmativo, nos quais

foi introduzida uma alcada de platina para a retirada da amostra do inoculado de cada
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cultura, sendo a mesma transferida para tubos de Caldo Verde Brilhante (CVB) a 2%
com tubos Durham invertidos, observou o crescimento com producéo de gas e anotou o
resultado (Figura 3) com leitura do Numero Mais Provavel (NMP/g) através da tabela
confirmando a presenca de coliformes totais. Na composi¢cdo do CVB encontra-se agua
destilada, peptona, bile bovina, lactose e verde brilhante, e a partir dos sais biliares inibe
o0 crescimento de bactérias gram positivas (Hajdenwurcel 1998), concomitantemente foi
realizada a incubag@o em Caldo Echerichia coli (CEC), em cuja composicao se encontra
caseina, lactose, sais biliares, fosfato de potassio, fosfato monopotassico e cloreto de
sodio. A incubagdo ocorreu a uma temperatura de 44- 45 °C durante 24 horas, no qual se
observou o crescimento de bactérias anaerdbicas a partir da producdo de gas (Figura 3)
nos dois tipos de caldos. Justifica-se a utilizagdo dos dois caldos (CVB e CEC), uma vez
que ambos s@o utilizados como métodos confirmativos para coliformes totais e
termotolerantes respectivamente. Os tubos que apresentaram producdo de gas,
identificados previamente com um numero especifico para cada amostra, teve a
contagem de coliformes estimados e expressos em NMP/g de coliformes totais, a partir

da tabela que determina esse nimero apropriado as dilui¢ces inoculadas.

Para dar continuidade a analise microbioldgica foram preparadas placas de Petri
para serem semeadas e a partir da formacédo de colonias tipicas, identificar e confirmar a
presenca de E. coli e de Salmonella sp. Foram também preparadas placas com os meios
BP e PCA para, através do plaqueamento em superficie, possibilitar a contagem de

Staphylococcus aureus e de microrganismos aerdbios mesofilos respectivamente.

Na pesquisa de E. coli foi retirada uma al¢cada do CEC positivo para
termotolerantes, e semeado em estrias sobre 0s meios agar EMB, dispostos em placas
de Petri, com um periodo de incubacdo de 24h a 35 °C, cuja identificacdo do
microrganismo foi feita a partir da visualizacdo de coldnias tipicas. Para a pesquisa de
Salmonella sp. as amostra foram pré-enriquecidas em agua peptonada a 1% (AP) e
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incubadas a 37 °C por um periodo de 18 + 2h. Ap6s o0 término deste tempo iniciou-se
processo de enriquecimento seletivo, onde foi transferido 1 ml da amostra diluida em
AP para um tubo de ensaio contendo 10ml de Caldo Rappaport Vassiliadis (CRV),
sendo 0s mesmos incubados a 42 °C durante 24h. Concluido o prazo de incubacéo foi
iniciado o plaqueamento diferencial a partir dos produtos do tubo incubado no qual foi
mergulhada hastes de platina, que foi utilizada para construir estrias na superficie de
placas agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD) e outra em um segundo meio — opcional
(EMB). Concluida a semeadura das placas, as mesmas foram incubadas por 24h a uma
temperatura de 37°C, cujo resultado final é determinado pelo aspecto do crescimento de

colbnias tipicas.

Para Staphylococcus aureus, utilizou-se 0 metodo de contagem direta em placas, das
trés diluicdes da amostra foram inoculados 0,1ml de cada uma na superficie de placas
de BP previamente preparadas e secadas, o indculo foi espalhado com uma alga de
Drigalski até que todo excesso de liquido fosse absorvido. As placas foram incubadas a
37 °C por 48 horas e foram selecionadas para contagem placas com 20 a 200 coldnias
tipicas.

A contagem total de aerdbios meséfilos foi uma analise que se deu ao longo do
trabalho, por isso ndo consta nos objetivos, decidiu-se acrescentar por ser um indicado
geral da populacdo bacteriana em alimentos. O método utilizado foi a contagem em
placa onde também foi inoculado 0,1ml de cada diluicdo na superficie da placa e
espalhadas com alca de Drigalski, a incubagdo se deu por 48 horas a uma temperatura

de 32 °C seguida da leitura.

3.3) Andlise de dados
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Para a analise dos dados de termotolerantes, utilizou-se a tabela do Numero Mais
Provavel (NMP/g) onde o meio utilizado para a confirmagdo do teste presuntivo de
coliformes foi realizado, uma vez que entre 0s seus constituintes encontram-se 0s sais
biliares, que inibem o desenvolvimento de organismos ndo coliformes. A formacéo de
bolha no interior do tubo Durham, evidenciado na Figura 3, é um indicativo da
producdo de gas pela acdo fermentativa da lactose por bactérias anaerdbicas que inclui
0s géneros Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebisiella. E a partir dos
resultados da analise microbioldgica detectou-se que a presenca de coliformes totais e
termotolerantes ficaram acima de 2,4x 103 NMP/g, e a legislagdo brasileira vigente
apresenta como limite maximo de tolerancia para os referidos 5x 102 NMP/g. Conforme
a distribuicdo dos dados infere-se que 100% da amostra encontra-se com coliformes
apresentando valores superiores a 2.400 NMP/g, o que de acordo com as normas
regulamentares (RDC 12), pode-se definir que o produto esta improprio para a
comercializacdo e consequentemente para 0 consumo humano. Sendo interesse,
também, de investigacdo neste estudo a presenca de E. coli, visto que ela é estritamente
fecal, faz-se necessario a identificacdo da mesma por plagueamento em meio seletivo o
qual se fez com a utilizacdo de Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), meio seletivo
onde E. coli cresce abundantemente, apresentado uma caracteristica tipica que € cor
verde metalico brilhante (Figura 4), diferente de outros microrganismo que tambem
podem desenvolver-se neste meio sendo necessaria a realizacdo dos testes bioquimicos
que confirmaram em 33,4/ a espécie, através do enterokit contendo meios Mili, Epm e
Citrato. A contagem de coliformes totais é utilizada como indicador higiénico, e a
presenca de coliformes 45° C e E. coli em 100  das amostras indica que material fecal

entrou em contato com o alimento, de forma direta ou indireta, o que implica dizer que

19



outros patdgenos entéricos podem estar presentes no queijo. Com valores tdo acima do
estabelecido pela legislagdo, pode-se questionar a qualidade da matéria prima, e
reafirmar a auséncia das BPF, o que leva ainda a uma condicdo critica, pois como as
amostras foram coletadas em pontos comerciais, 0os produtos chegaram a mesa do
consumidor sem o devido controle de qualidade, e estes muitas das vezes o consome
cru, levando os patégenos diretamente ao seu trato intestinal, favorecendo assim a

instalacdo de DTA.

Estudos realizados por Santana et al (2008) em Aracaju — SE e por Alves et al
(2009) em S&o Luiz - MA reafirmam este achado, onde os resultados dos seus trabalhos
apontam contaminacdo do queijo de coalho por coliformes totais e termotolerantes
superiores ao definido pela legislacdo nacional, e os autores atribuem este fato as mas
condicbes de higiene no processo de producdo. Estudos sobre a qualidade
microbioldgica de queijo-coalho relataram ocorréncia de microrganismos patogénicos e
contagem de microrganismos deterioradores em numeros que excedem, as vezes, 0S
limites estabelecidos pela legislacdo. Dentre as bactérias patogénicas observadas
destacam-se Salmonella sp, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Cavalcante et al.

2007).
A amostra 2F1 apresentou presenca de Salmonella sp. (Figura 4), ja as outras

amostras ndo. O que significa que 83,34% das amostras se encontravam em
conformidade com a legislacdo vigente em relacdo a esse patdgeno. Porém este dado,
analisado isoladamente, ndo significa propriamente que os resultados sejam negativos
para Salmonella sp., uma vez que, na cadeia bioldgica, uma espécie de determinado
microrganismo pode destruir outra espécie, e para se ter uma resposta efetiva sobre este

dado, seria necessario uma pesquisa sobre toda a cadeia produtiva. Pesquisas afirmam
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que quando sdo adicionadas a alimentos bactérias iniciadoras, como a bactéria latica,
com a finalidade de melhorar a conservacao, a segurancga e as caracteristicas sensoriais,
elas podem acelerar o processo de maturacdo, e através da producdo de acido latico no
inicio da fermentacdo, diminuir o pH e inibir microrganismos indesejaveis como
Salmonella sp., Yersinia enterocolitica e Escherichia coli (Balduino et al. 1999).

Para minimizar este problema, é recomendado que o queijo de coalho seja
produzido com leite pasteurizado, fato regulamentado pela IN n° 30 e Portaria 146, que
exclui da obrigatoriedade de tratamento térmico, os produtos submetidos a processo de
maturacdo durante um tempo superior a 60 dias. Porém é fato comprovado que estas
normas ndo sdo obedecidas nas unidades produtoras onde ndo existe 0 acompanhamento
de oOrgdos de fiscalizagdo, haja vista que a maioria da producdo de queijo de coalho é

realizada com leite cru.

Para diferenciacdo de E. coli e Salmonella sp, adotou-se a identificacdo de
colénias tipicas apds plagueamento e crescimento em meios seletivos usando a
habilidade de producdo de gas sufidico, habilidade de fermentar carboidratos e
descarboxilar a lisina presente no meio de cultura e confrontando a luz da literatura . A
identificacdo de E. coli é possivel pela visualizacdo de col6nias na cor verde com brilho
metéalico, como resultado da reacdo da eosina em meio com pH baixo devido a producao

de &cido consequente da fermentacdo da lactose.

A contagem de Staphylococcus aureus e mesofilos se deram pelo crescimento de
coldnias tipicas na superficie das placas (Figura 4) conforme orienta a metodologia para
Staphylococcus aureus. E importante frisar que a contagem de meséfilos ndo diferencia
tipos de bactérias, sendo utilizada para se obter informacdes gerais sobre a qualidade do
produto, pratica de manufaturas, matérias primas utilizadas, condicdes de

processamento, manipulacéo e vida de prateleira. N&o é indicador de seguranca, pois
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ndo esta diretamente relacionado a presencga de patdgenos ou toxinas. Pode ser Util na
avaliacdo da qualidade, porque populagdes altas de bactérias podem indicar deficiéncia
na sanitizacdo ou falha no controle do processo. Para uma melhor visualizacdo dos

dados, os mesmos foram agrupados em tabela a fim de facilitar a interpretagéo.

4. Conclusdes

A partir dos resulta obtidos, verificou-se que a amostra encontra-se positiva para
coliformes totais e termotolerantes apresentando valores superiores a 2.400 NMP/g, e a

legislagdo brasileira vigente apresenta como limite mé&ximo de toleréncia para oS
referidos 5x10° NMP/g indicando que houve contaminagédo de origem fecal, foi

positivo, ainda, para uma amostras a presenca de Salmonella sp. e para duas outras a
presenca de Escherichia coli que sdo bactérias patogénicas. Mediante estes problemas,
pode-se afirmar que isso decorre da auséncia de fiscalizacdo, da liberdade de acédo e da
auséncia das BPF, regras de higiene que, se bem aplicadas, controlam, amenizam ou
ainda, eliminam a contaminagdo dos alimentos por agentes patogénicos (biologicos,
fisicos e/ou quimicos), e sendo assim devem ser obedecidas pelos manipuladores desde
a escolha e compra da matéria prima para o preparo do alimento, até a venda para o

consumidor final, compreendendo assim toda a cadeia produtiva.
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6. Figuras

Figura 1. Queijo de coalho em seus locais de venda, de onde foram feitas as coletas -
feira Municipal de Itacoatiara.

Figura 2. Forma de transporte da amostra em caixa isotérmica, homogeneizacdo em saco estéril
e diluicdo em erlenmeyer.

Figura 3. Formacéo de bolha no interior do tubo Durham, indicando positividade para CL, VB
e EC.

Figura 4. Placas com meio EMB, XLD, BP e PCA ap6s incubacdo, indicando crescimento
caracteristico de E. coli, Salmonella, Staphylococcus aureus e Meso6filo respectivamente.
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7. Tabela

Tabela 1. Contagens de coliformes totais e fecais pelo método do Numero Mais

Provavel.
Staphylococcus
N° da Cadigo | Coliformes | Coliformes| E.coli Salmonella aureus Aerobio
Amostra | amostra | totais a 45°C Mesofilos
(NMP/g) (NMP/g) | (Teste.biog) | (Teste.biog) | (Contagem) | (Contagem)
1 F1 >2.400 >2.400 Ausente Ausente - <2x10°
2 F2 >2.400 >2.400 Presente Ausente | 69x10° 784x10"
3 F3 >2.400 >2.400 Presente Ausente | 169x10” <2x10°
4 2F1 >2.400 >2.400 Ausente Presente <2x10° <2x10°
5 2F- >2.400 >2.400 Ausente Ausente <2x10° 15x10°
6 2F3 >2.400 >2.400 Ausente Ausente 18x10” 15x10°

F1: coleta da feira 1; F,: coleta da feira 2; F3: coleta da feira 3; 2F4: coleta do segundo ponto da feira.
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Tabela 2. Resultado dos testes bioquimicos da ultima coleta.
MEIO E. Coli DIL. | DIL. | DIL. [ Salmonellasp. | Meio Meio
(padréo) (padréo) XLD EMB
1. EPM Producéo de + _ _
Gés
+/- + + +
Producéo de _ _ _ _ + + +
H,S
Hidrélise da _ + _ _ _ + +
Uréia
Desaminacéo do _ + +
Triptofano - . -
(LTD) -
2. MILI
Motilidade _ + + + +
(MQOT) + +
Descarboxilacéo + _ _
da lisina _
Producéo de _ _ + _
indol +
+ +
3. Citrato _ _ _ + + -
de
Simmons

Dil: Diluicdo por 10, 100 ou 1000; (+): positivo; (-): negativo
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ANEXO

NUmero da amostra (Céd):
Data da coleta:

Horario da coleta:

1. Nome do comerciante:

2. Endereco comercial:

3. Qual o local de procedéncia do queijo? (Ex. Fazenda, Comunidade, Villa)

4. O local possui CNPJ? Qual?

5. Qual o nome do fornecedor?

6. Qual o meio de transporte?

7. O queijo vem embalado? Como?

8. Qual a quantidade transportada?

9. Qual a forma de acondicionamento?

10. Qual a origem do leite usado para produzir o queijo?
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