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RESUMO

Com o objetivo de verificar o efeito do periodo de maturacao sobre o desenvolvimento de micro-
organismos foram realizados dois estudos, sendo o primeiro a partir da producdo de queijos com
leite cru (n=7) para avaliagdo das contagens de micro-organismos aerobios mesofilos,
coliformes totais e Escherichia coli, e o segundo com queijos fabricados com leite
laboratorialmente esterilizado (n=7), para avaliagcdo das contagens de Listeria monocytogenes
inoculada. Em ambos os estudos, os queijos foram maturados em condicGes de temperatura (7,5
+ 1,5 °C) e umidade (45 £ 5 %) controladas, durante 60 dias. Foram realizadas analises da
matéria prima (leite cru e leite esterilizado), da massa imediatamente ap0s a producdo, dos
queijos no primeiro dia (dia 01) e a cada dez dias (dias 10, 20, 30, 40, 50 e 60); também foram
determinados os teores de umidade desses queijos. Aerdbios mesodfilos apresentaram contagens
de 5,77 log UFC/mL no leite, 6,67 log UFC/g na massa, 8,92 log UFC/g com vinte dias de
maturacdo, quando alcancou sua contagem méaxima e 7,24 log UFC/g aos sessenta dias de
maturacdo. As contagens de coliformes totais foram: 5,47 log UFC/mL no leite, 6,33 log UFC/g
na massa, 7,73 log UFC/g aos dez dias de maturacdo, quando alcangou sua contagem méaxima e
5,18 log UFC/g aos sessenta dias. E. coli apresentou contagens de 2,52 log UFC/mL no leite,
3,48 log UFC/g na massa, 5,19 log UFC/g com vinte dias, quando alcancou sua contagem
maxima e 2,30 log UFC/g aos sessenta dias de maturacdo. As contagens de L. monocytogenes
foram de 6,50 log UFC/g na massa, 8,09 log UFC/g no trigésimo dia, quando alcangou sua
contagem maxima e 7,66 log UFC/g aos sessenta dias de maturacdo. Com os resultados obtidos
foi possivel concluir que o periodo de maturacdo de 60 dias ndo foi suficiente para garantir a
higiene e a inocuidade dos queijos considerando o comportamento dos micro-organismos

estudados sob as condicOes e os tempos analisados.

Palavras-chaves: Micro-organismos patogénicos; Queijos artesanais; Producédo de queijos;

Coliformes; Escherichia coli.
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ABSTRACT

In order to verify the effect of the maturation period on the development of micro-organisms
two studies were conducted, in which the first one was developed with cheeses produced with
raw milk (n = 7) for evaluation of aerobic microorganisms mesophilic counts, total coliforms
and Escherichia coli, and the second one with cheeses produced with laboratorial sterilized milk
(n =7) for the assessment of the counts of Listeria monocytogenes inoculated. In both studies,
the cheeses were matured under controlled conditions of temperature (7.5 £ 1.5 ° C) and
humidity (45 + 5%), for 60 days. Analysis of the prime materials (raw milk and sterilized milk),
the curd immediately after production, the cheeses on the first day (Day 01) and every ten days
(days 10, 20, 30, 40, 50 and 60) were carried out; Also, the cheeses’ moisture were estimated.
Mesophilic aerobic counts were 5.77 CFU/mL log in milk sample, 6.67 log CFU/g in curd
sample, 8.92 log CFU/g in cheese sample within twenty days of ripening, when it reached its
maximum count and 7.24 log CFU/g at the sixtieth day of ripening. Total coliform counts were:
5.47 log CFU/mL in milk sample, 6.33 log CFU/g in curd sample, 7.73 log CFU/g on the tenth
day of ripening, when it reached its maximum count and 5.18 log CFU/g at the sixtieth day. E.
coli showed counts of 2.52 log CFU/mL in milk sample, 3.48 log CFU/g in curd sample, 5.19
log CFU/g with twenty days of ripening when reached its maximum count and 2.30 log CFU/g
at the sixtieth day of ripening. L. monocytogenes counts were 6.50 log CFU/g in curd sample,
8.09 log CFU/g on the thirtieth day, when it reached its maximum count and 7.66 log CFU/g
within sixty days of ripening. With the results it was concluded that the 60-day maturation period
was not enough to ensure the hygiene and safety of cheeses considering the behavior of micro-

organisms studied under the circumstances analyzed.

Keywords: Pathogenic microorganisms; Artisanal cheeses; Cheese production; coliforms;

Escherichia coli.
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INTRODUCAO

Os queijos sdo, em geral, produtos muito manipulados e, por este motivo, passiveis de
contaminacgdo durante a fabricacdo, especialmente de origem microbiolégica (PINTO et al,
2009). Queijos produzidos a partir de leite cru ou em condicBes de higiene insatisfatorias,
podem se tornar improprios para 0 consumo (APHA, 1947; LEITE, 2012; PINTO, 1996). A
ingestdo de queijos contaminados pode ocasionar diversas doencas, desde zoonoses, COmo
brucelose e tuberculose, até intoxicacdes e infecgBes alimentares.

Atualmente, a producdo de queijos tradicionais em diversas regides do Brasil, tem sido
objeto de pesquisas principalmente, por ser a partir de leite cru, o que requer cuidados em todas
as etapas da producdo para que seja garantida a inocuidade dos produtos e a saude dos
consumidores (SOARES, 2014; BORGES, et al., 2003). De acordo com o Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de Queijos (RTIQQ) da Portaria N° 146/1996 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), queijos produzidos com leite cru s6 podem ser
comercializados ap6s 60 dias de maturacdo (BRASIL, 1996).

Por outro lado, os queijos artesanais produzidos no estado de Minas Gerais atendem a
legislacdo especifica do estado, Lei N° 20.549/2012 (MINAS GERAIS, 2012). A Portaria N°
1305/2013 do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), estabelece que o periodo minimo de
maturacdo do queijo Minas artesanal é de 17 dias para a microrregido do Serro e minimo de 22 dias
paras as microrregides da Canastra, do Cerrado, de Araxa e do Campo das Vertentes, até que novas
pesquisas sejam realizadas e alterem os tempos de maturacdo (MINAS GERAIS, 2013). Durante
esse periodo, no qual acontece a maturagdo, a temperatura e a umidade séo fatores importantes,
tendo em vista que influenciam a atividade de agua, fundamental para o crescimento bacteriano
(DORES et al, 2012).

Os queijos artesanais séo produzidos em queijarias credenciadas no estado de Minas Gerais
com base em receitas passadas de geracao para geragéo, e que sao caracterizadas pela utilizagao do

pingo, fermento enddgeno coletado da dessora da producgéo de queijos do dia anterior (MARTINS,
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2006; DORES et al., 2012). Ja os queijos informais ndo passam por nenhum tipo de controle de
qualidade, sendo normalmente comercializados em pequenas propriedades rurais, em feiras e por
vendedores ambulantes (MENESES et al., 2012; AMORIM et al., 2014).

No ano de 2013, nos Estados Unidos, 10% dos surtos de origem alimentar tiveram
procedéncia de leite e seus derivados, sendo 81% originarios de produtos que ndo passaram por
nenhum processo de pasteurizagdo (CDC, 2015). Diversas pesquisas sobre a qualidade
microbioldgica de queijos, principalmente o tipo Minas, relatam a ocorréncia de micro-
organismos patogénicos em numeros que excedem os limites estabelecidos pela legislacdo.
Dentre as bactérias patogénicas detectadas, destacam-se Staphylococcus aureus, Salmonella
spp, Campylobacter spp., Escherichia coli e Listeria monocytogenes (MUNGAI et al, 2015;
GOULD et al, 2014; AMORIM et al, 2014; ANTONELLO et al., 2012; SENGER 2011;
FERNANDES et al., 2011; SCHMITT et al., 2011; RESENDE, 2010; MELO et al., 2009;
MAGALHAES, 2007; BRANT et al., 2007; BARCELLOS 2006; ARRUDA 2006; FEITOSA
et al., 2003). De acordo com Castro, 2015, a fabricacéo de queijo Minas artesanal utilizando leite
ndo pasteurizado favorece a multiplicacdo de bactérias potencialmente patogénicas e/ou suas
toxinas, representando importante questdo de satde publica.

Os alimentos sdos os principais agentes veiculadores de micro-organismos do genéro
Listeria spp. , sendo L. monocytogenes a principal espécie por ser patogénica para humanos e
diversos animais. Uma importante caracteristica desta espécie € a capacidade de se multiplicar em
temperaturas de refrigeracdo, entre 2 e 4 °C, e de sobreviver por mais de 100 dias a 4 °C. O
patdgeno, também é capaz de se multiplicar em intervalos de temperatura entre 2,5 e 44 °C e em
concentraces salinas de 10,5 até 30,5 %; o intervalo de pH 6timo é de 6 a 8, entretanto essa bactéria
pode crescer entre 5 ¢ 9, além de ser capaz de se desenvolver em alimentos com baixa atividade de
agua (até 0,83 Aa) (CRUZ et al. 2008; JAY, 2005).

Os queijos, entre os derivados lacteos sdo 0s que apresentam maiores ocorréncias de
contaminacédo por L. monocytogenes, principalmente os de alta e de media umidade. A presenca
dessa bactéria nesses queijos € preocupante porque sdo produtos que podem ser armazenados por
periodos relativamente longos em refrigeracdo, o que permite o seu desenvolvimento, além de
serem alimentos prontos para o consumo (BARANCELLI, 2011a).

Os parametros de qualidade microbioldgica para o leite cru destinado a producéo de queijos
artesanais mineiros foram estabelecidos pela Lei Estadual N° 14.185/2002 (MINAS GERAIS,
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2002), que foi revogada pela Lei Estadual N° 20.549/2012 (MINAS GERAIS, 2012), que dispde
sobre a producdo e a comercializacdo dos queijos artesanais de Minas Gerais, porém nao estabelece
critérios de qualidade para a matéria prima (leite cru) ou para os queijos. Conforme o Artigo 26
dessa mesma legislacéo, estudos técnico-sanitarios deverao ser realizados em queijarias no Estado,
garantindo a participacdo de representantes de produtores de queijos artesanais, para serem
posteriormente, submetidos a apreciacdo de cAmara especifica do Conselho Estadual de Politica
Agricola - CEPA, a fim de subsidiar, para cada tipo ou variedade de queijo, a regulamentacéo de
parametros fisico-quimicos e microbiologicos; de prazos de validade e de maturacdo, quando
couber; das caracteristicas técnicas das instalacdes, dos equipamentos e dos utensilios; e, das boas
praticas de fabricacdo e higiene operacional.

Altas contagens bacterianas no leite usado na elaboracdo do queijo além de exercer
influéncia sobre as caracteristicas sensoriais e o tempo de prateleira do produto, elevam a
probabilidade de veiculacdo de doengas (MACHADO, 2008). O leite cru representa uma
importante fonte de bactérias desejaveis para a producdo de queijo artesanal (FEUTRY et al.,
2012). Entretanto, também pode contaminar 0 queijo com micro-organismos patogénicos e/ou
deteriorantes, desencadeando problemas como estufamento precoce, falta de uniformidade do
produto final e presenca de toxinas, o que pode trazer risco a salde de quem o consome
(GONZALEZ et al., 2003; LAW e TAMIME, 2010).

A maturacdo de queijos € a fase em que ocorrem as transformagdes fisicas, bioquimicas e
microbioldgicas que se processam no interior da massa, sob a acdo de enzimas lipoliticas e
proteoliticas, a maior parte de origem microbiana, sendo um fenémeno bastante complexo que
varia de queijo para queijo (MARTINS, 2006).

Segundo Orddnez (2005) as principais reacdes bioquimicas que ocorrem no queijo durante
a maturacao sdo: glicolise, protedlise, lipdlise, sendo que as duas Ultimas afetam a textura, sabor e
aroma finais do produto.

De acordo com Martins (2006) o processo de maturagdo depende de fatores como
temperatura e umidade do ambiente; composi¢do quimica da coalhada e da microbiota residual da
coalhada.

Apesar do esfor¢o de diversos organismos em melhorar o processamento dos derivados de
leite, as pesquisas académicas ainda sdo insuficientes para se chegar a um consenso quanto as

caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dos queijos artesanais (CASTRO, 2015). E
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necessario compreender os efeitos da maturacéo sobre as caracteristicas microbioldgicas de queijos
tipo Minas, pois ainda ndo estdo completamente esclarecidos na literatura. Apesar de existir
legislacBes que determinam periodos minimos de maturacdo ainda ha divergéncias entre as
legislacGes federal e estadual, quanto aos critérios de qualidade e de seguranca que garantam a sua
inocuidade para o mercado consumidor (MARTINS, 2006).

Com base no exposto, os objetivos desta pesquisa foram de, a partir de dois estudos, analisar
os efeitos da maturacdo de queijos fabricados com leite cru sobre a microbiota autdctone composta
por aerébios mesofilos, coliformes totais e E. coli e, a influéncia sobre as contagens de L.

monocytogenes inoculada.



OBJETIVOS
Objetivo geral

e Avaliar o efeito do periodo de maturacdo de queijos sobre o desenvolvimento de
micro-organismos deteriorantes e patogénicos.

Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do periodo de maturacdo por 60 dias de queijos produzidos com
leite cru sobre micro-organismos deteriorantes, naturalmente presentes no alimento,

por meio da enumeracao de aerébios mesofilos, coliformes totais e Escherichia coli.

e Auvaliar os efeitos do periodo de maturagéo por 60 dias sobre o desenvolvimento de

Listeria monocytogenes inoculada intencionalmente em queijos.



MATERIAL E METODOS

PRIMEIRO ESTUDO

Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito do periodo de maturacdo por 60 dias sobre
as contagens de microbiota autéctone, composta por micro-organismos aerébios mesofilos,
coliformes totais e E. coli, em queijos produzidos com leite cru, que foi coletado do tanque de
resfriamento da Fazenda Agua Limpa (FAL/UnB), acondicionado em recipientes plasticos e
transportado refrigerado para o Laboratério de Analises de Leite e Derivados
(LABLEITE/FAV/UnB).

Producédo e maturacgédo dos queijos produzidos com leite cru

Para a fabricacdo dos queijos, todos os utensilios utilizados foram previamente esterilizados
e cinco litros de leite cru foram aquecidos até 40 °C, adicionando-se 50 g de Cloreto de Sédio e 1,5
mL de coagulante Quimase (Docina Nutricdo LTDA) diluidos em 5,0 mL de agua destilada,
conforme recomendacdes do fabricante. Ap6s a formacdo do coagulo, realizou-se o corte e a
dessoragem da massa que foi dividida em porcGes para enformagem, resultando em sete queijos
com peso aproximado de 120 g cada.

O processo de maturacdo ocorreu em camara climatica em condi¢bGes controladas de
temperatura (7,5 £ 1,5 °C) e de umidade (45 £ 5 %), durante sessenta dias; os queijos foram
avaliados imediatamente ap0s a fabricagcdo (massa), apds 24 horas (dia 1) e a cada 10 dias (dia 10,
dia 20, dia 30, dia 40, dia 50, dia 60).

Andlises realizadas

Para avaliagdo da qualidade da matéria prima foram realizadas anélises fisico-quimicas para

determinacéo dos teores de gordura, extrato seco desengordurado, lactose, densidade e proteinaem
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equipamento ultrassénico Ekomilk®; da acidez pelo método quantitativo Dornic (BRASIL, 2006)
e o indice crioscdpio utilizando equipamento crioscopio LAKTRON.

Para as analises microbiologicas, o leite cru foi homogeneizado e submetido a diluices
decimais seriadas em solucdo salina a 0,85%; da massa e dos queijos foram coletados 5,0 gramas
que eram acondicionados em sacos plasticos estéreis contendo 45 mL de &gua peptonada a 2%
(Buffered Peptone Water (ISO), CM 1049, Oxoid), correspondendo a diluicdo 1:10, e apds a
homogeneizacédo foram realizadas diluicdes subsequentes.

Foram realizadas contagens de aerobios mesofilos utilizando o sistema Petrifilm™ AC (3M
Microbiology, St. Paul, MN, USA) conforme recomendagdes do fabricante, contagens de
coliformes totais e de E. coli utilizando as placas Rida® Count Coliform/E.Coli (R-Biopharm AG,
Alemanha) também seguindo as recomendacdes do fabricante. Todas as amostras foram semeadas
em triplicata e os resultados médios foram convertidos em log na base 10 e expressos em

unidades formadoras de colonia por grama (UFC/mL/g).
SEGUNDO ESTUDO

Esse estudo objetivou avaliar o comportamento de Listeria monocytogenes inoculada em

gueijos submetidos a processo de maturagdo por 60 dias.
In6culo, producdo e maturacgdo dos queijos inoculados com Listeria monocytogenes

Para o preparo do inoculo utilizou-se a cepa Listeria monocytogenes Scott A 49594, que foi
previamente recuperada em agar TSA (Triptone Soya Agar - Himedia®). O indculo foi preparado
em solucdo salina 0,85% de forma a obter-se grau de turvacdo correspondente ao tubo 1 da escala
nefelométrica de McFarland (Nefelobac®, Probac do Brasil), contendo aproximadamente, 3,0x108
UFC/mL.

Para a producdo dos queijos, trés litros de leite pasteurizado tipo A foram esterilizados
laboratorialmente, por fervura (aquecidos até 96°C); apds resfriamento a 40°C adicionou-se 3,0
mL de Cloreto de Calcio, 1,5 mL de Acido Lético, 1,8 mL de coagulante Quimase, conforme
preconizado pelo fabricante (Docina Nutricdo LTDA) e 30 g de Cloreto de Sodio. Apos 40 minutos
de repouso em estufa a 35°C e formagéo do coagulo, realizou-se o corte e a dessoragem da massa
por prensagem retirando-se 0 maximo de soro possivel; em seguida, adicionou-se 5 mL do in6culo

de L. monocytogenes a massa, para que a contagem inicial fosse de aproximadamente 6,48 log
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UFC/g. A massa foi dividida em sete aliquotas, de aproximadamente 120 g cada, que foram
enformadas.

O processo de maturagdo foi conduzido em condicdes controladas de temperatura (7,5
1,5°C) e de umidade (45 £5 %); os queijos foram avaliados no dia seguinte a producado (dia 1) e
a cada 10 dias (dia 10, dia 20, dia 30, dia 40, dia 50, dia 60).

Anélises microbioldgicas

Para a enumeracao de L. monocytogenes, apds cada periodo de maturacéo, 5,0 g dos queijos
foram transferidos para saco plastico estéril contendo 45 mL de Listeria Enrichment Broth (LEB) e
homogeneizados para a realizacdo de dilui¢cdes decimais seriadas. As semeaduras foram realizadas
em placas contendo agar TSA (Triptone Soya Agar - Himedia®), por superficie, em triplicata e
com incubacdo a 35°C por 24 horas. Os resultados médios foram convertidos em log na base 10

e expressos em unidades formadoras de coldnia por grama (UFC/g).
Perda por dessecacéo (Umidade)

Os teores de umidade dos queijos nos dois estudos foram determinados pelo método de
secagem em estufa a 105 °C até atingir peso constante (IAL, 2004); todas as amostras foram

analisadas em triplicata.
Delineamento experimental

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, sendo sete periodos de armazenamento

(1, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias), em triplicata. Na analise dos dados, adotou-se estatistica descritiva.



RESULTADOS E DISCUSSAO

PRIMEIRO ESTUDO

Os resultados das analises microbioldgicas e dos teores de umidade dos queijos estdo

representados na Tabela 1.

Tabela 2. Contagens médias de aerdbios mesdfilos, coliformes totais, Escherichia coli e teores de
umidade de queijos produzidos com leite cru e maturados por 60 dias em condi¢des controladas de
umidade e de temperatura.

Micro-organismos (log UFC/mL/g
) Teores de
AvaliacOes Aerobios . ) _ . .
o Coliformes totais | Escherichia coli umidade (%)
mesofilos
Leite cru 5,77 5,47 2,52 -
Massa 6,67 6,33 3,48 --
1° dia 7,01 6,79 4,70 65%
10° dia 8,56 7,73 4,89 50%
20° dia 8,92 7,47 5,19 33%
30° dia 8,40 6,59 4,29 25%
40° dia 8,07 5,87 3,83 20%
50° dia 7,94 6,09 3,49 19%
60° dia 7,24 5,18 2,30 17%

Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas do leite cru foram: gordura (4,38%); ESD
(9,49%); lactose (5,55%); densidade (1.034 g/mL); proteinas (3,22%); acidez Dornic (18° D) e
crioscopia (-0,542° H), indicando conformidade com os padrbes estabelecidos pela legislacao
federal para esses parametros (BRASIL, 2011). A contagem de aerdbios mesdéfilos na amostra de

leite cru foi de 5,77 log UFC/mL o que reflete desacordo com o critério estabelecido para o leite
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cru refrigerado destinado ao beneficiamento industrial, o qual deve apresentar no méximo 5,48 Log
UFC/mL (BRASIL, 2011).

As contagens de aerobios mesofilos no leite cru apresentaram média de 5,77 log UFC/mL
e de 6,67 log UFC/g na massa. Esse aumento € devido a concentracdo dos constituintes do leite,
que agrega também, os micro-organismos durante o processo de coagulagdo (COSCIANI-
CUNICO et al., 2015). Tal comportamento refor¢a a importancia da qualidade da matéria prima na
producdo de derivados do leite, em especial de queijos artesanais.

O aumento nas contagens se manteve até o vigésimo dia de maturagdo, quando alcancou o
valor maximo de 8,92 log UFC/g. Durante esse periodo, o teor de umidade do queijo passou de
65% para 33% indicando que essa alteracdo ndo representou um fator limitante para esses micro-
organismos. A partir do trigésimo dia de maturacdo observou-se reducdo para 8,40 log UFC/g
sendo que aos 60 dias a contagem de aerobios meséfilos foi de 7,24 log UFC/g, entretanto, essa
contagem ainda foi superior aquela observada na matéria prima.

A reducdo dos aerébios mesofilos apds o trigésimo dia de maturacdo pode ter ocorrido
devido a reducéo progressiva da umidade dos queijos (de 25% no trigésimo dia para 17% ao final
do periodo) resultando em diminuicdo da agua disponivel para o desenvolvimento bacteriano ou,
ao acumulo de metabdlitos provenientes da multiplicacdo dos micro-organismos até o ponto de se
tornar limitante para o crescimento dessas bactérias. Todos 0s micro-organismos necessitam de
agua, portanto uma das maneiras mais eficientes para controle da atividade metabdlica e
multiplicacdo é reduzir a sua disponibilidade, seja por desidratacdo ou por adicdo de algum
componente sollvel em agua, como sais e compostos de baixo peso molecular como acidos
organicos. (SOUZA, 2002).

Martins et al. (2015) e das Dores et al. (2013), em trabalhos com queijos artesanais
produzidos com leite cru nas regiGes do Serro e da Canastra em Minas Gerais descreveram
acentuado declinio na contagem de aerébios mesofilos desde o primeiro até o sexagésimo dia de
maturacdo em condicdes de temperatura ambiente e sob refrigeracéo.

Por outro lado, Borges (2015) observou que somente apos 40 dias de maturacdo, em queijo
tipo Minas fabricado com leite cru e mantido em temperatura e umidade ambientes, a contagem de
aerobios mesofilos ficou inferior a observada na massa e que, somente apds 50 dias a contagem foi

menor do que a do leite.
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Durmaz (2009) relatou que ndo houve reducgdo significativa nas contagens de aerobios
mesoéfilos durante 90 dias de maturacdo de queijos artesanais turco e Milani et al. (2014)
observaram reducdo de 0,87 ciclos log na contagem de aerébios mesofilos durante 60 dias de
maturacao de queijos artesanais iranianos fabricados com leite cru.

Quanto as contagens de coliformes totais e E. coli observadas no leite cru ( 5,47 UFC/mL
e 2,52 UFC/mL, respectivamente) e na massa (6,33 UFC/g e 3,48 UFC/g) também observou-se
aumento. Rocha et al. (2006) relataram aumento de 4,5 e 5 ciclos log para coliformes totais e E.
coli, respectivamente, durante a fabricacdo de queijos Minas frescal produzido com leite cru.

Os coliformes totais apresentaram contagem média maxima no décimo dia de maturacao
(7,73 log UFC/g), correspondendo a aumento de 1,4 ciclos log quando comparada a massa e, de
2,26 ciclos log em comparacdo as contagens obtidas do leite. E. coli apresentou a maior contagem
média (5,19 log UFC/g) no vigésimo dia, o que representa aumento de 1,71 ciclos log em relacao
a massa e, 2,67 ciclos log quando comparada a do leite.

Aos 30 dias de maturacdo as contagens de coliformes totais (6,59 log UFC/g) e de E. coli
(4,29 log UFC/g) apresentaram reducdo e ficaram abaixo das observadas no primeiro dia de
maturacdo. Somente aos 60 dias de maturacdo as contagens de coliformes totais e E. coli ficaram
abaixo das encontradas no leite cru (5,18 UFC/g e 2,30 UFC/g, respectivamente) porém, ainda em
desacordo com os padrdes contidos nas regulamentac6es na Portaria n® 146/1996 (MAPA), e RDC
n° 12/2001 (ANVISA).

Segundo Borges (2015) bactérias Gram negativas sdo mais exigentes em relacao a atividade
de agua, do que bactérias Gram positivas e isso pode explicar o declinio das contagens a medida
que os teores de umidade dos queijos diminuiam. Aqui também, a semelhanca do observado com
as contagens de aerdbios mesofilos, o acimulo de metabdlitos provenientes da multiplicacéo
excessiva dos micro-organismos, pode ter influenciado nas reducdes das contagens.

Resultados semelhantes foram relatados por Milani et al. (2014) em pesquisa com queijos
iranianos artesanais fabricados com leite cru e maturados por 60 dias.

Durante todo o periodo de maturagéo, 0 queijo apresentou aspecto tipico, sem alteracoes de
odor ou textura, e manteve-se aparentemente adequado ao consumo, ndo apresentando crescimento
de fungos em sua superficie. Na figura 1 é possivel observar o efeito visual da perda de umidade
ao longo dos 60 dias de acompanhamento, desde o dia da fabricacéo (dia 1), em que a umidade era
de 65%, até o ultimo dia de maturacéo (dia 60), em gque a umidade chegou a 17%.
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Legenda: 1: 1° dia de maturacgéo; 2: 10° dia de maturacao;
3: 20° dia de maturacao; 4: 30° dia de maturacdo; 5: 40° dia
de maturacdo; 6: 50° dia de maturacdo; 7: 60° dia de
maturacéo.

Figura 1. Efeito visual da perda de umidade ao longo dos 60 dias de maturacéo.

Resultados obtidos em pesquisas com queijos das regides da Canastra (DORES, 2007; das
DORES et al., 2013) e do Serro (MARTINS, 2006; MARTINS et al., 2015) em Minas Gerais —
Brasil e da regido nordeste do Ird (MILANI et al., 2014), demonstraram redugdes nas contagens
desses micro-organismos desde o primeiro dia de maturacdo. Por outro lado, Cosciani-Cunico et
al. (2015), Durmaz (2009) e Vasek et al. (2013), que trabalharam com queijos artesanias, fabricados
com leite cru, italiano, turco e argentino, respectivamente, referem aumento no momento inicial da
maturacdo conforme o encontrado no presente trabalho.

Mello e Armachuk (2013) observaram que o periodo de maturacdo de 15 dias ndo foi
suficiente para controlar a contaminacdo de coliformes termotolerantes em queijos coloniais
fabricados e maturados em laticinio de Francisco Beltrdo, Parana.

Ja Vasek et al. (2013) concluiram que com 30 dias de matura¢do ha reducdo da contagem
de E. coli para valores abaixo dos encontrados no leite. Na pesquisa de Barros et al. (2008), com
queijo parmesdo, os autores verificaram reducdo nas contagens de coliformes totais, inoculados

apos pasteurizacdo do leite utilizado para fabricacdo dos queijos, aos 30 e aos 60 dias de maturacéo.
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Em estudo de avaliagéo de queijo colonial durante 60 dias de maturagdo, Mello e Armachuk (2013)
constataram que o produto estava proprio para consumo somente aos 30 dias de maturacdo no que
se refere a contagem de coliformes totais e termotolerantes.

Borges (2015) avaliou o efeito do periodo de maturacao por 60 dias, sobre a microbiota
naturalmente presente em queijo do tipo Minas produzido com leite cru mantido em condigdes de
temperatura e umidade ambientais, concluindo que esse periodo foi insuficiente para garantir a
qualidade e a inocuidade do queijo. A autora relata que ao final do periodo de maturacao proposto,
o teor de umidade do queijo era de 9%.

Em experimento durante a estacao seca, Dores et al. (2013) relataram que foram necessarios
13 dias de maturacdo em temperatura de refrifgeracdo para que o queijo Canastra ficasse em
conformidade com a legislacdo (BRASIL, 1996, 2000) no que se refere a coliformes totais e a E.
coli. Em condicBes similares de umidade e temperatura, Martins et al. (2015) registraram a
necessidade de apenas 2 dias de maturacdo de queijo Serro para coliformes totais e E. coli se
adequarem a legislacdo (BRASIL, 1996).

De acordo com a legislacdo brasileira, é proibida a comercializacdo de queijos feitos com
leite cru com menos de 60 dias de maturacdo. Porém, de acordo com Martins (2006) e Dores et al.
(2012) esses queijos sdo comercializados, em sua maioria, frescos ou com até 21 dias de maturacdo
em virtude da preferéncia dos consumidores.Observando os dados do presente experimento, 0
periodo até 21 dias de maturacgdo foi 0 mais critico em relacdo as contagens dos micro-organismos
analisados, o que representa risco a saude humana caso esses queijos fossem consumidos.

Rocha et al. (2006), analisando a qualidade de queijo Minas frescal comercializado em Séo
Paulo-SP, também encontraram valores altos para contagem de coliformes totais e E. coli sendo
que seis marcas das sete analisadas se encontravam acima do limite maximo permitido pela
legislacdo durante o periodo de 21 dias de armazenamento.

Mello e Armachuk (2013) concluiram que mesmo com a possivel redugdo dos micro-
organismos pela maturacdo o queijo ainda pode oferecer riscos ao consumidor apos o periodo de
maturacdo de 60 dias determinado pela legislagdo, uma vez que apresenta contaminagao por micro-

organismos capazes de produzir enterotoxinas que podem provocar transtornos alimentares.
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SEGUNDO ESTUDO

Os resultados das contagens de L. monocytogenes na massa e nos queijos, em relagéo aos
tempos de maturacédo, assim como os teores de umidade dos queijos estdo contidos no Grafico 1.

Gréfico 1. Contagens de L. monocytogenes (UFC/g) inoculada e teores de umidade (%) de queijos
maturados por 60 dias em condic¢des controladas de umidade e de temperatura.
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Considerando que as enumeragdes de L. monocytogenes foram feitas a partir de queijos
provenientes da mesma massa, foi observado aumento na contagem em relacdo a massa (6,5 log
UFC/qg) até o trigésimo dia de maturacdo (8,09 log UFC/g) representando aumento de 1,59 ciclos
log. Aos trinta dias de maturacdo o teor de umidade era de 36,8%.

Ap06s 0 aumento inicial das contagens do micro-organismo observou-se reducdo nas a partir
do 40° dia de maturacgéo (7,80 log UFC/g) quando o teor de umidade era de 30,9%. No 50° dia as
contagens e a umidade foram de 7,60 log UFC/g e de 30,9%, respectivamente. Aos 60 dias de
maturacdo a contagem de L. monocytogenes ndao seguiu a mesma tendéncia de reducdo,
observando-se, inclusive, um discreto aumento no valor (7,66 log UFC/Qg).

Ao final do periodo de maturacdo, as contagens ainda eram de 1,16 ciclos log acima da
contagem inicial, com o queijo apresentando 25% de umidade, demonstrando persisténcia da
contaminacdo dos queijos durante o periodo de maturacdo. Isso confirma a capacidade da bactéria
em se desenvolver em temperaturas de refrigeracéo, o que € preocupante tendo em vista que queijos
de muita alta, alta e médias umidades, devem ser mantidos refrigerados até o final do consumo.

Como L. monocytogenes cresce em produtos lacteos, principalmente queijos de média e alta
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umidade, ainda que armazenados por longos periodos em temperatura de refrigeracdo
(BARANCELLI et al.,, 2011a), o consumo de queijos fabricados com leite cru pode expor o
consumidor ao micro-organismo.

Corroborando com o presente trabalho, Cosciani-Cunico et al. (2015) em estudos com
queijos artesanais na Italia, observaram que em sessenta dias de maturacdo sob refrigeracéo (4 a
5°C) néo houve reducgédo nas contagens de L. monocytogenes, e em tempos de maturagdo mais
longos (120 dias) e sob refrigeracdo (12°C) também ndo houve reducéo significativa do micro-
organismo. Os autores também destacam que a presenca de contaminacdo por bactérias
patogénicas, mesmo que em baixas contagens, no leite destinado a producgéo de queijos com leite
cru constitui uma ameaca a satde do consumidor, pois ocorre grande aumento na concentracao e
multiplicacdo das bactérias durante a producao e maturacdo dos queijos.

Naldini et al. (2009) sugerem que a utilizacao de temperatura de 10°C para armazenamento
produz um aumento na velocidade de multiplicacdo de L. monocytogenes, mas que a producéo de
acido lactico por bactérias acido laticas é um fator importante no controle do crescimento do
patdgeno; em conjunto com a competicdo por nutrientes, pode-se inferir que a adicdo de culturas
starters funciona como um inibidor desta bactéria, e que, quando completamente removidas da
fabricacéo, facilita o seu desenvolvimento.

Por outro lado, Durmaz (2009), em experimentos com queijos artesanais na Turquia, relata
aumento na contagem de L. monocytogenes de aproximadamente 2,0 ciclos log na fabricacdo do
queijo, apds a coagulacdo do leite inoculado com o micro-organismo. O autor observou reducao de
aproximadamente 0,7 ciclos log ap6s 15 dias de maturacdo e manutencdo das contagens durante 0s
outros 75 dias de maturagdo apesar do baixo pH e de elevado nimero de bactérias acido laticas.

Conforme Serraino et al. (2013) em trabalho com mussarela de bufala espera-se que com
baixa contaminacdo do leite ndo haja replicacdo significativa de L. monocytogenes durante o
periodo de maturacdo, 0 que ndo representaria risco a saude, porém em alimentos que oferecem
condicdes para a multiplicacao a bactéria poderia atingir altas contagens durante 0 armazenamento
prolongado sob refrigeracédo (ILSI, 2005).

A variagdo na ocorréncia da L. monocytogenes em queijos pode ser explicada pelo uso de
diferentes métodos para a deteccdo da bactéria, diferencas de padrfes de qualidade dos queijos e
pelo uso de leite cru ou pasteurizado como materia-prima. Os coliformes parecem exercer

influéncia na populacdo desse patdgeno em queijo Minas frescal impedindo sua proliferacao,
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podendo inclusive dificultar sua deteccdo (ARAGON-ALEGRO et al., 2006), assim como as
bactérias &cido laticas também podem influenciar no comportamento de L. monocytogenes
(NALDINI et al., 2009; NERO et al., 2009).

Espinoza et al. (2004) constataram a incidéncia de L. monocytogenes em 4% das amostras
de queijos artesanais frescos comercializados em mercados da regido de Lima, Peru, e ressaltaram
a possibilidade de ocorrer contaminacdo cruzada em queijos com auséncia da bactéria, o que
representa risco a saide do consumidor.

No que se refere aos requisitos microbioldgicos de queijos de baixa umidade (umidade
menor que 36%) tem grande relevancia questionar a lacuna na legislacdo brasileira (BRASIL,
1996) quanto a necessidade de se estabelecer limites microbiol6gicos para L. monocytogenes
também para queijos com menos de 36% de umidade, uma vez que essa bactéria tem resisténcia a
baixa umidade e temperatura, permanecendo viavel por longos periodos de maturacéo.

Vinha (2009) relata a presenca de Listeria spp. em queijos Minas frescal de fabricagédo
industrial e artesanal (67% das agroindustrias pesquisadas), sendo que 14% das amostras estavam
contaminadas com L. monocytogenes demonstrando o risco potencial do consumo de queijo Minas
frescal produzido principalmente de forma artesanal e sem qualquer tipo de inspecao.

Além disso, deve-se ressaltar que em ambientes de preparacdo dos derivados lacteos a
bactéria pode estar presente, apesar de muitas vezes nao ser possivel o seu isolamento de amostras
de leite cru devido a competicdo com outros micro-organismos, a distribuicao irregular da bactéria
guando se analisa grandes volumes de leite ou aos baixos niveis de contaminacdo (BARANCELLI
etal, 2011b).

A garantia da inocuidade dos produtos de fabricacdo tanto artesanal quanto industrial é
imprescindivel para a manutencéo das atividades e para evitar possiveis surtos de doencas causadas
por alimentos contaminados por micro-organismos patogénicos, principalmente por L.
monocytogenes pela gravidade da patogenia. Assim, a0 mesmo tempo em que a valorizagdo de
alimentos tradicionais tem sido apontada como estratégica para a continuidade de areas rurais, a
comercializacdo desses produtos em mercados formais requer que sejam definidos critérios em
termos de estrutura e seguranca alimentar, sendo urgente a definicdo de pardmetros
microbioldgicos que atendam tanto a capacidade dos produtores quanto a seguranga dos

consumidores.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que o periodo de 60 dias de maturacdo de queijos
produzidos com leite cru, nas condigdes propostas por esta pesquisa, é insuficiente para garantir a
qualidade higiénico-sanitaria do alimento tendo em vista as altas contagens de micro-organismos
aerobios mesofilos, coliformes totais e Escherichia coli constatadas ao final da maturacao.

A persisténcia de Listeria monocytogenes inoculada na massa dos queijos, mesmo quando
em baixos teores de umidade, representa elevado risco a saide dos consumidores sendo importante
uma revisdo da legislacédo vigente, para que possam ser reavaliados os limites microbiolédgicos para
essa bactéria para queijos com baixos teores de umidade.

Finalmente, os dados apresentados reafirmam a importancia da qualidade da matéria-prima
na fabricacdo de derivados lacteos e, corroboram a decisdo dos érgdos de fiscalizacdo brasileiros,
guanto a exigéncia de avaliar e consolidar dados cientificos provenientes de pesquisas, que possam
subsidiar decisGes referentes a producdo de queijos produzidos com leite cru, sempre com o

objetivo de garantir a satde dos consumidores.
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