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RESUMO

De acordo com a Lei Estadual N° 8.523 DE 29 de abril de 2019, é considerado, dentre outros atributos,
como queijo de coalho artesanal, o produzido em Sergipe, a partir do leite fresco e cru de bovinos e
bubalinos, que apresente consisténcia firme, cor e sabor proprios, massa uniforme, isenta de corantes e
conservantes, com ou sem olhaduras mecénicas (SERGIPE, 2019). Em Sergipe, a cidade de Nossa
Senhora da Gloria, se destaca como o maior polo leiteiro do estado. Segundo Cavalcante (2005) estima-
se que, cerca de 40% a 50% da producdo de leite neste municipio, seja destinado a producédo de queijo
coalho artesanal. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo, caracterizar os parametros
microbioldgicos de queijo coalho artesanal produzido em Nossa Senhora da Gléria (SE), maior polo
leiteiro de Sergipe. A metodologia aplicada foi desenvolvida a partir de seis (6) amostras de queijo
coalho artesanal de diferentes fabricantes da regido, onde foram efetuadas analises microbioldgicas para
a quantificacdo de Salmonella sp, Staphylococcus aureus coagulase positiva, coliformes termotolerantes
e Listeria monocytogenes. Importante ressaltar, que foram incluidos nesta pesquisa somente amostras
de queijo coalho artesanal sem registro de inspecdo (federal, estadual e/ou municipal) e que ndo
apresentaram alteracdes em suas caracteristicas sensoriais € macroscopicas. Apo6s a quantificacao
microbiana os resultados obtidos foram comparados com os parametros estabelecidos pela I.N N°60, de
2019 (MAPA). Os resultados obtidos das anélises demostraram que todas as amostras de queijo coalho
artesanal analisadas (100%), apresentaram valores superiores de S. aureus coagulase positiva e de
coliformes termotolerantes com o estabelecido pela legislacdo vigente. Com relagcdo a Salmonella sp foi
possivel constatar que 33,33% das amostras analisadas estavam fora do padrédo exigido pela Instrucéo
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Normativa N°60/2019, contudo, foi verificado a auséncia de L. monocytogenes para todas as amostras
de queijo coalho artesanal. Com base nesses resultados, conclui-se que 0s queijos coalho artesanal
pesquisados estdo em ndo conformidade com a legislacdo vigente, tornando-os inadequados para o
consumo humano, uma vez que a sua ingestdo pode ocasionar infeccdo e/ou intoxicagdo alimentar
devido a presenca em niveis elevados de microrganismos patogénicos (S. aures, Salmonella sp., e
coliformes termotolerantes). Diante disso, sugere-se que as Boas Praticas de Fabricacdo durante toda a
etapa de producdo de queijo coalho artesanal, necessita ser aperfeicoada, para que 0s parametros
microbiol6gicos possam ser melhorados e atender, de forma segura, as novas necessidades e anseios do
mercado, do consumidor, do produtor e dos érgdos legislatorios vigentes no Brasil.

Palavras-Chave: Qualidade microbioldgica, Nossa Senhora da Gléria, legislacéo.

RESUMEN

De acuerdo con la Ley del Estado N ° 8.523 de 29 de abril de 2019, se considera, entre otros atributos,
como queso de cuajo artesanal, el producido en Sergipe, a partir de leche fresca y cruda de bovino y
bufala, que presenta consistencia firme, color y sabor propios masa uniforme, libre de colorantes y
conservantes, con o sin miradas mecanicas (SERGIPE, 2019). En Sergipe, la ciudad de Nossa Senhora
da Gloria, se destaca como el centro lacteo mas grande del estado. Segun Cavalcante (2005) se estima
que alrededor del 40% al 50% de la produccidn de leche en este municipio se destina a la produccién de
gueso cuajo artesanal. En este contexto, este trabajo tuvo como objetivo caracterizar los parametros
microbioldgicos del queso de cuajo artesanal producido en Nossa Senhora da Gléria (SE), el mayor polo
lacteo de Sergipe. La metodologia aplicada se desarroll6 a partir de seis (6) muestras de queso de cuajo
artesanal de diferentes fabricantes de la region, donde se realizaron anélisis microbiol6gicos para
cuantificar Salmonella sp, coagulasa positiva Staphylococcus aureus, coliformes termotolerantes y
Listeria monocytogenes. Es importante resaltar que solo se incluyeron en esta investigacion muestras de
gueso de cuajo artesanal sin registro de inspeccidn (federal, estatal y / 0 municipal) y que no presentaron
cambios en sus caracteristicas sensoriales y macroscopicas. Tras la cuantificacion microbiana, los
resultados obtenidos se compararon con los pardmetros establecidos por el I.N N ° 60, de 2019 (MAPA).
Los resultados obtenidos de los analisis mostraron que todas las muestras de queso de cuajo artesanal
analizadas (100%), presentaron valores superiores de coagulasa positiva a coagulasa positiva S. aureus
y de coliformes termotolerantes con lo establecido por la legislacién vigente. Con respecto a Salmonella
sp, se encontrd que el 33,33% de las muestras analizadas estaban fuera del estandar requerido por la
Instruccion Normativa No. 60/2019, sin embargo, se verificd la ausencia de L. monocytogenes para todas
las muestras de queso cuajo artesanal. En base a estos resultados, se concluye que los quesos de cuajo
artesanal investigados no cumplen con la legislacion vigente, por lo que no son aptos para el consumo
humano, ya que su ingestion puede provocar infeccion y / o intoxicacion alimentaria por la presencia en
niveles elevados de microorganismos patdgenos. (S. aures coagulasa positiva, Salmonella sp. y
coliformes termotolerantes). Por tanto, se sugiere mejorar las Buenas Practicas de Fabricacion durante
toda la etapa de elaboracion del queso de cuajo artesanal, para que se puedan mejorar los pardmetros
microbioldgicos y atender de forma segura las nuevas necesidades y deseos del mercado, del
consumidor, del productor y los cuerpos legislativos vigentes en Brasil.

Palabras Clave: Calidad microbioldgica, Nossa Senhora da Gloria, legislacion.

ABSTRACT

According to State Law No. 8,523 of April 29, 2019, it is considered, among other attributes, as artisanal
rennet cheese, that produced in Sergipe, from fresh and raw bovine and buffalo milk, which presents
firm consistency, own color and flavor, uniform mass, free from dyes and preservatives, with or without
mechanical glances (SERGIPE, 2019). In Sergipe, the city of Nossa Senhora da Gloria, stands out as
the largest dairy hub in the state. According to Cavalcante (2005) it is estimated that about 40% to 50%
of milk production in this municipality is destined to the production of artisanal rennet cheese. In this
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context, this work aimed to characterize the microbiological parameters of artisanal rennet cheese
produced in Nossa Senhora da Gléria (SE), the largest dairy hub in Sergipe. The applied methodology
was developed from six (6) samples of artisanal rennet cheese from different manufacturers in the
region, where microbiological analyzes were performed to quantify Salmonella sp, positive coagulase
Staphylococcus aureus, thermotolerant coliforms and Listeria monocytogenes. It is important to
emphasize that only samples of artisanal rennet cheese without inspection record (federal, state and / or
municipal) were included in this research and that did not present changes in their sensory and
macroscopic characteristics. After microbial quantification, the results obtained were compared with the
parameters established by I.N N ° 60, of 2019 (MAPA). The results obtained from the analyzes showed
that all the samples of artisanal rennet cheese analyzed (100%), presented higher values of positive
coagulase S. aureus and of thermotolerant coliforms with the established by the current legislation.
Regarding Salmonella sp, it was found that 33.33% of the analyzed samples were outside the standard
required by Normative Instruction No. 60/2019, however, the absence of L. monocytogenes was verified
for all samples of artisanal rennet cheese. Based on these results, it is concluded that the researched
artisanal rennet cheeses are not in compliance with current legislation, making them unsuitable for
human consumption, since their ingestion can cause infection and / or food poisoning due to the presence
in high levels of pathogenic microorganisms (positive coagulase S. aures, Salmonella sp., and
thermotolerant coliforms). Therefore, it is suggested that the Good Manufacturing Practices during the
entire production stage of artisanal rennet cheese, needs to be improved, so that the microbiological
parameters can be improved and safely meet the new needs and desires of the market, of the consumer,
the producer and the legislative bodies in force in Brazil.

Keywords: Microbiological quality, Nossa Senhora da Gléria, legislation.

1. INTRODUCAO

De acordo com a Lei Estadual N° 8.523 DE 29 de abril de 2019, é considerado, dentre
outros atributos, como queijo de coalho artesanal, o produzido em Sergipe, a partir do leite
fresco e cru de bovinos e bubalinos, que apresente consisténcia firme, cor e sabor proprios,
massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecanicas
(SERGIPE, 2019). Em Sergipe, a cidade de Nossa Senhora da Gloria se destaca como 0 maior
polo leiteiro do estado. Segundo Cavalcante (2005) estima-se que cerca de 40% a 50% da
producdo de leite neste municipio seja destinado a producédo de queijo coalho artesanal.

Embora o processo de producdo de queijo coalho artesanal seja considerado
tecnicamente como um processo simples, a sua producdo nos ultimos anos, vem tentando
periodicamente ser aperfeicoada com relagdo aos cuidados com a qualidade do produto, visando
assim, atender aos anseios e seguranca do consumidor, além dos critérios preconizados pela
legislacdo vigente, como por exemplo, a obtencdo do Selo Arte (MENEZES, 2017; TEIXEIRA,
2013).

Alguns estudos na literatura sobre a qualidade microbioldgica de queijo coalho artesanal
relataram a ocorréncia de padrdes microbioldgicos (Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus) que excederam aos limites estabelecidos pela legislagdo vigente
industrial (KASK, et al, 2003; CRUZ, 2009; MENESES et al., 2010). Entretanto é possivel
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constar na literatura cientifica que estes mesmos pardmetros microbiol6gicos para o queijo
coalho artesanal sdo relativamente pequenos e/ou desatualizados para o estado de Sergipe, em
comparacdo aos demais estados do Brasil.

Além destes fatores supracitados, novas regulamentacbes para 0s parametros
microbioldgicos foram implementadas no Brasil, como por exemplo, a Resolucdo - RDC N°
331, DE 23 de dezembro de 2019 e a Instrucdo Normativa IN n° 60 de 2019, ambas
regulamentas pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Neste contexto, o diagndstico com relagdo aos parametros microbiologicos de queijo
coalha artesanal produzidos no maior polo leiteiro do estado, pode contribuir para a obtengéo
de um derivado lacteo que possa atender as novas necessidades e anseios do mercado, do

consumidor, do produtor e dos 6rgdos legislatérios vigentes no Brasil.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.QUEIJO COALHO

O queijo coalho artesenal € aquele elaborado com leite integral, sendo fresco, cru ou
com tratamento térmico simples, em pequena escala de producdo, que se utiliza de micro ou
pequena estrutura fisica, elaborado por métodos tradicionais, com vinculagdo e valorizacdo
territorial, regional ou cultural que Ihe conferem identidade, com vinculacdo ao territorio de
origem, conforme Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) (BRASIL,2019).

Os requisitos sensoriais do queijo coalho artesanal, incluem uma consisténcia semidura
e/ou elastica; textura compacta e macia, apresentando uma coloragdo branco amarelado
uniforme; sabor brando e ligeiramente &cido, podendo ser salgado; odor ligeiramente acido,
lembrando massa coagulada; crosta: fina, sem trinca, ndo sendo usual a formacéo de casca bem
definida; as olhaduras quando presentes, devem ser pequenas, e o formato e peso sdo variaveis
(BRASIL, 2001).

O queijo coalho artesanal pode ser fabricado com leite cru, desde que sejam maturados
por um periodo inferior a 60 (sessenta) dias, e quando estudos técnico-cientificos comprovarem
que a reducdo do periodo de maturacdo ndo compromete a qualidade e a inocuidade do produto,
ficando restrita a queijarias situadas em regido de indicacdo geografica certificada ou
tradicionalmente reconhecida e em propriedade certificada oficialmente como livre de
tuberculose e brucelose (BRASIL, 2011).
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2.2.PRODUQAO DE QUEIJO COALHO EM NOSSA SENHORA DA GLORIA-SE.

No Brasil, a regido nordestina é a que mais se destaca pela alta quantidade de queijos
coalho artesanais produzidos, embora a producao destes queijos tenha se estendido para outras
regibes do Brasil. Dentre as regides do nordeste brasileiro, o estado de Sergipe, mais
precisamente na regido do semidrido, tem-se a maior bacia leiteira do estado, tendo como
principal produtor o municipio de Nossa Senhora da Gloria (JESUS et al., 2018).

A cidade de Nossa Senhora da Gldria, considerada a capital do leite do Alto Sertéo
Sergipano, possui uma area de 756,49 km?, ficando a 126 km de distancia da cidade de Aracaju,
a capital do estado. A producdo leiteira deste municipio chegou a um total de 34.276 (x 1000)
litros em 2017 (BRASIL, 2019; IBGE, 2017). A tradicional producéo de queijos artesanais no
Alto Sertdo de Sergipe ganhou a abordagem politica do arranjo produtivo local, em 2007, como
politica publica de integracdo de acdes convergentes e complementares, para potencializar os
recursos técnicos, financeiros e de infraestrutura do estado (VIEIRA; SOARES, 2019).

No municipio de Nossa Senhora da Gléria cerca de 50 a 70% da producao de queijos,
dentre estes, o queijo coalho artesanal, sdo absorvidos pelas pequenas industrias, chamadas
popularmente de fabriquetas. O consumo desta producdo ocorre em parte, pela populagéo do
préprio municipio e parcialmente pela capital do estado (Aracaju) e por outros municipios dos
estados nordestinos (MENEZES, 2004).

No entanto, embora a cidade de Nossa Senhora da Gloria, apresente importante destaque
na producdo de queijo coalho artesanal no estado de Sergipe, € possivel encontrar na literatura,
trabalhos que mencionam as deficiéncias no arranjo produtivo, notadamente no que se refere
aos padrdes de higiene na coleta, no manuseio, nas condi¢es técnicas de fabricacdo, no
acondicionamento, na conservacao desses produtos e/ ou da matéria-prima utilizada para a
fabricacdo do queijo coalho artesanal, fatores estes que podem favorecer para a contaminacéao
microbiana (MELO, 2020; SANTOS, 2020).

O queijo coalho artesanal contaminado por microrganismos contaminantes pode causar
modificagdes indesejaveis no aspecto sensorial, riscos para a satde do consumidor através de
infecches e intoxicagbes alimentar, aléem de alteracbes nos pardmetros fisico-quimico
(ECKERT; WEBBER, 2016).

Todos esses fatores limitam a comercializacdo do queijo coalho artesanal, afetando
diretamente e/ou indiretamente a economia da regido do Alto Sertdo Sergipano. Além disso, €
possivel observar que, em geral, ndo ha um controle sobre as condigdes de sanidade do gado
leiteiro e se este queijo atende as recomendacdes técnicas contidas em normas e regulamentos
sanitarios em vigor (SANTOS et al., 2008; FRAGA et al., 2019).
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2.3.CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DO QUEIJO COALHO

Dentre os produtos derivados do leite, o queijo é considerado um alimento propicio para
a multiplicacdo de patdgenos de origem alimentar. Os queijos frescos artesanais por serem, na
maioria das vezes, elaborados a partir de leite cru e ndo sofrerem processo de maturacao, tendem
a ser 0s mais propensos para a propagacdo desses microrganismos, levando a perdas
econdmicas para industria e para o produtor, além de oferecer perigo a satde publica, pelo risco
de causar intoxicacdo e / ou infecgdo alimentar (FEITOSA et al., 2003; FREITAS, 2015).

Em geral, dentre os microrganismos encontrados no queijo de coalho, em funcéo da
auséncia e/ou ineficiente implementacdo de BPF, destaca-se coliformes totais e termotolerantes,
Salmonella sp., Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (SANTANA et al., 2008;
BONFIM, et al., 2020).

Coliformes totais sdo bactérias que possuem formato de bastonetes gram-negativos, ndo
esporulado, aer6bios ou anaerobios facultativos, e conseguem fazer a fermentacdo da lactose
produzindo géas, em um periodo de 24 a 48 h em temperatura de 35 °C. J& o grupo dos coliformes
termotolerantes tem 0 mesmo conceito dos coliformes totais, mas s6 fazem parte desse grupo,
bactérias que fazem a fermentacdo da lactose produzindo gas, em um tempo de 24 h com
temperaturas que variam entre 44,5 e 45,5 °C. Esses grupos sdo compostos, principalmente, por
bactérias da familia Enterobacteriaceae, como bactérias dos géneros Escherichia spp.,
Enterobacter spp., Citrobacter spp. e Klebsiella spp (CARDOSO, 2001; CUNHA, 2006;
SALES et al., 2015).

Escherichia coli (coliformes termotolerante) € uma bactéria Gram negativa, que também
pertence a familia das enterobacteracea. Esta espécie € bastante pesquisada devido ao risco que
ela proporciona a saude publica por desenvolver doencas entéricas como diarreias, vomitos,
febre e dores abdominais. E uma bactéria que pode ser encontrada no trato intestinal de animais,
inclusive em seres humanos (DRUMOND, 2018; SILVA etal., 2019; SVS, 2018; BARBOZA,
2018).

Algumas cepas de E. coli, conseguem se multiplicarem em valores de pH baixos, porém
apresentam incapacidade de crescerem em temperaturas igual ou superior a 44,5 °C. Uns dos
alimentos geralmente associados a contaminacao por essa bactéria sdo carne de hambdrguer
mal cozida e queijos que ndo utilizaram a pasteurizacéo do leite na producdo (ECHEVERRY,
2004; REID, 2001; FROZI, 2017).

Na familia enterobacteracea um dos géneros que mais se destacam por serem resistente
a varios fatores ambientais é Salmonella. Esta bactéria apresenta estrutura morfolégica de
bastonete, Gram negativos, sdo catalase positivas e oxidase negativas, ndo esporuladas e
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utilizam compostos quimicos orgéanicos como principal fontes de energia. Além disso,
produzem gés devido ao seu metabolismo oxidativo e fermentativo. Este género é um dos
principais causadores de enfermidades veiculadas por alimentos, pelo fato de se ter uma
adaptacdo fisioldgica que proporciona a multiplicacdo em valores de pH entre 7,0 e 7,5 e
temperaturas entre 35°C a 43°C e uma atividade hidrica superior a 0,94 (BRASIL, 2001;
SOUZA, 2019; HAJDENWURCEL,1998; PIMENTEL,2019).

Os alimentos de origem animal sdo considerados como principais veiculos de
transmissdo de Salmonella, sendo o leite e queijos os produtos que possuem maior fonte de
infeccdo e/ou intoxicagdo alimentar, sendo relatado diversos surtos de salmonelose em pessoas
que consumiram estes produtos, principalmente na forma cru, como ocorre em maior parte do
queijo coalho artesanal (BORGES, 2010; SOUZA, 2019).

Importante ressaltar que, embora Salmonella seja uma bactéria com potencial
patogénico, a sua inativagdo ocorre rapidamente em temperatura de pasteurizacdo em alimentos
com atividade de agua > 0,95. Entretanto, quando ocorre o tratamento térmico com temperatura
inferior, aumenta a termorresisténcia desta bactéria (BRASIL, 2011).

Outro patégeno veiculados por queijos e outros alimentos, é L. monocytogenes, uma
bactéria Gram-positiva, considerada psicotréfica por se multiplicar em temperaturas de
refrigeragéo, e apresentar a capacidade de se desenvolver em ambientes com valores de pH de
até 4,4 (JUNTILLA et al., 1988; ADAMS E MOSS, 1996; BARANCELLI et al., 2011;
MATEUS, 2018; DE ABREU CESPI, 2020).

Este patdgeno € normalmente veiculado por alimentos crus e/ou, por alimentos em mas
condic@es higiénico-sanitarias do ambiente de processamento, e/ ou introduzida no queijo como
contaminantes apds a pasteurizacao, se o controlo desse processo nao for realizado de maneira
adequada, podendo acarretar infeccdes graves em humanos, com destaque para a listeriose
(BELLIO, et al., 2016, CESARO, 2020).

A listeriose € uma doenca que pode apresentar quadros clinicos graves, incluindo aborto,
morte fetal e parto prematuro, aléem do desenvolvimento de meningite bacteriana. O alvo dessa
doenca normalmente s&o pessoas com o sistema imunolégico comprometido, idosos, criangas
e gravidas (EFSA, 2013; GARRIDO, 2009; LIANOU, 2007; BELLIO, et al., 2016;
GONCALVES, 2017; SILVA et al., 2019).

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, e se caracteriza por ser uns
cocos Gram positivos, considerado um patdgeno oportunista que é facilmente encontrado em
pele e mucosa dos seres humanos (QUINN et al., 2007; DE ANDRADE JUNIOR et al., 2019;
SANTOS et al., 2007). S&o microrganismos que possuem a capacidade de multiplicar em
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temperaturas entre 7° e 47,8° C, podendo produzir enterotoxinas em temperaturas entre 10° e
46° C. O seu desenvolvimento pode ocorrer em pH entre 7 a 7,5; embora possa multiplicar em
alimentos que contém pH variando entre 4,2 a2 9,3 (SANTANA et al., 2010; SILVA etal., 2017).
Os sintomas clinicos ocasionados por S. aureus sdo observadas, em geral, apds 4 horas da
ingestdo da toxina e, dentre os sintomias se destacam: nauseas, vomitos, diarreia e dores
abdominais (SILVA et al., 2019).

Diferentes trabalhos na literatura relatam a contaminacdo por diferentes grupos
microbianos em queijo coalho. No trabalho de Araudjo, 2017, ao analisar amostras de queijo
coalho da regido do agreste paraibano, constatou que todas as amostras estavam contaminadas
com coliformes totais e termotolerantes, inferindo que as BPF ndo eram realizadas corretamente
(ARAUJO 2017). Na realizacdo do trabalho De Souza et al., 2020, foram coletadas amostras
de queijo coalho na cidade de Soledade na Paraiba, sendo que de sete amostras, cinco continham
a presenca de Salmonela, demonstrando a auséncia da utilizacéo de leite pasteurizado e/ou falha
no processo de pasteurizagdo (DE SOUZA et al, 2020).

No estudo efetuado por De Oliveira et al, 2019, observaram que de trinta e seis amostras
analisadas de queijo de coalho no estado do Ceara, 64,9% apresentava contagens altas para S.
aureus, infringindo os padrdes microbioldgicos estabelecidos pela legislacdo vigente, indicando
que ndo houve a realizacdo adequada das condi¢des higiénico-sanitarias (DE OLIVEIRA et al,
2019).

Neste contexto, o diagnostico da qualidade microbioldgica em queijo coalho artesanal
produzidos em Nossa Senhora da Gloria, maior polo leiteiro do estado de Sergipe, pode
contribuir para oferecer aos consumidores um produto mais seguro, com melhor estabilidade
microbioldgica, e nortear a os produtores deste alimento, sobre possiveis ndo conformidades

nas amostras analisadas com relacéo a estes parametros estabelecidos pela legislacdo vigente.

3. METODOLOGIA
Este projeto foi desenvolvido no Laboratdrio Multidisciplinar da Universidade Federal
de Sergipe, Campus do Sertdo, em parceria com a Empresa de Desenvolvimento Agropecuario
de Sergipe (EMDAGRO).

3.1.0btencao do queijo coalho artesanal
Foram coletadas 6 amostras de queijo coalho artesanal de diferentes produtores da
regido de Nossa Senhora da Gloria (SE). Estes diferentes produtores foram escolhidos

aleatoriamente em parceria com a EMDAGRO, e que voluntariamente participaram desta
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pesquisa. Foram incluidos no estudo somente amostras de queijo coalho artesanal sem registro
de inspecdo (federal, estadual e/ou municipal) e que ndo apresentaram alteracfes em suas
caracteristicas sensoriais e macroscopicas. As amostras coletadas foram armazenadas em caixas
isotérmicas com gelo reciclavel e termdmetro para controle de temperatura, e transportadas ao
Laboratdério Multidisciplinar da Universidade Federal de Sergipe, campus do Sertdo, onde
foram submetidas a analises microbioldgicas. As amostras dos seis diferentes produtores foram

identificadas como P1, P2, P3, Pa, Ps E Pe.

3.2.Preparo das amostras
O preparo das amostras, para cada queijo coalho artesanal proveniente de cada produtor,
foram divididas, individualmente, em quatro porcdes aleatoriamente, a fim de se obter uma
aliquota de 25 g, mensurada em balanca semi analitica (Marte, AS1000C). Em seguida as
amostras foram homogeneizadas em um homogeneizador tipo Stomacher (Seward, 400) com
225 ml de solucgdo de salina 0,85% (Vetec). Todas as analises foram realizadas em duplicata

com duas repeticdes.

3.3. Andlises microbiol6dgicas
As analises microbioldgicas no queijo coalho artesanal foram determinadas conforme
Instrucdo Normativa n°62/2003 (BRASIL, 2003) e de acordo com metodologia proposta por

Santana et al. com modificacdes (2008).

3.3.1. Salmonella sp
Ap0s o preparo, as amostras diluidas foram inicialmente pré-incubadas a 37 °C por 18-
24 h, e posteriormente, 100 puL foram adicionados assepticamente e semeadas em placas
Compact Dry Compact SL® (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japan) por 41-43°C por
24 h. Todas as analises foram realizadas em duplicata e realizadas conforme as instrucées do
fabricante. Os resultados foram expressos em presenca ou auséncia de Salmonella sp.em 25 g

da amostra.

3.3.2. Staphylococcus aureus coagulase positiva
Para cada amostra de queijo coalho artesanal foi utilizado o método spreed plate com
diluicGes apropriadas na superficie de placas contendo Agar VVogel Johnson (Acumedia, Brasil),
adicionado da solucéo de telurito de potéssio 1 % (Dindmica, Brasil) com posterior incubagéo
a 37 °C por 48 h. Apds este periodo foi verificado a morfologia das coldnias, de cores negras,
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com um halo amarelo em volta. Foram selecionadas as colonias das melhores dilui¢fes e
transferidas para um tubo com Agar Triptona de Soja (TSA) (Kasvi, Brasil) inclinado e
incubado 37 °C por 24 h. Em seguida foram realizados testes bioquimicos para confirmacéo
como o teste da coagulase, catalase e DNASE e capacidade de utilizar o manitol. Os resultados

foram expressos em Unidade Formadora de Col6nia por grama (UFC- grama ).

3.3.3. Coliformes termotolerantes

A quantificacdo de coliformes termotolerantes foram quantificados pela técnica do
NUmero Mais Provavel (NMP) com séries de trés tubos. Aliquotas de 1 mL das dilui¢des das
amostras para cada queijo coalho artesanal, foram inoculadas individualmente em tubos com
Caldo Lauril Sulfato Triptose (Kasvi, Brasil) com tubos de Durhan invertidos e incubados a
35°C por 24 a 48 h. Posteriormente, 0s tubos que apresentarem resultado positivo (presenca de
turvacdo e producdo de gas) foram separados para a quantificacdo de coliformes
termotolerantes. Para os coliformes termotolerantes foram utilizados tubos, contendo 10ml de
Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) (Acumedia, Brasil), com tubos de Durham invertido,
incubados a 37°C por 24 a 48 horas, sendo considerados positivos 0s tubos com turvacéo do
meio e producdo de gas. Posteriormente, os tubos que apresentaram resultado positivo foram
repicados para tubos contendo Caldo Escherichia coli (EC) (Acumedia, Brasil), e incubados a
445 °C por 48 h. O resultado foi expresso em NMP de coliformes termotorelantes por g de

amostra analisada (NMP-g™).

3.3.4. Listeria monocytogenes
Para a quantificacdo de L. monocytogenes, apds o preparo da amostra, 100 puL de cada
amostra de queijo coalho artesanal, foi adicionada assepticamente e semeadas em placas
Compact Dry Compact® (Nissui Pharmaceutical Co. Ltd. Tokyo, Japan) por 35°C por 24 horas.
Todas as analises foram realizadas em duplicata e realizadas conforme as instruces do
fabricante. Os resultados foram expressos em presenca ou auséncia de L. monocytogenes em 25

g da amostra.

3.3.5. Andlise estatistica
Os resultados obtidos para as amostras de queijo coalho artesanal para cada produtor
foram submetidos e analisados com o programa Excel (Windows, 2010) através de andlise
descritiva e quantitativa e comparados com os critérios microbioldgicos estabelecidos pela
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Instrucdo Normativa IN N° 60 de 2019 da ANVISA. Todos os experimentos foram realizados

em duplicata com trés repetigdes.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos da quantificacao de diferentes grupos microbianos nas amostras
de queijo coalho artesenal estdo evidenciados no Quadro 01.

Quadro 01. Resultados das anélises microbioldgicas para amostras de queijo de coalho produzidas
artesanalmente no municipio de Nossa Senhora da Gloria, Sergipe.

Microrganismos Produtor I.N
P1 P2 P3 P4 P5 pe | N°60/2019
Salmonella sp Aus. Aus. Aus. | Presente | Aus. | Presente A;ségm
S. aureus
coagulase positiva 3,0x10% | 4,2x10% | 2,9x10! | 1,0x10% | 5,8x10% | 4,7x10° 102
(UFC-g?)
Coltformes 2,4x10° | 2,2x10° | 1,0x10° | 1,4x10° | 3,1x10° | 2,1x10¢ | 107
termotolerantes
Listeria monocytogenes | Aus. Aus. Aus. Aus. Aus. Aus. Agé'zm

P1 — produtor 1; P2 - produtor 2; P3 — produtor 3; P4 — produtor 4; P5 — produtor 5; P6 — produtor 6; Aus.:
ausente; N.P: ndo se aplica.

Fonte: Prépria (2021).

De acordo com resultados obtidos foi possivel verificar que, os produtores de queijo
coalho artesenal P4 e P6, tiveram a presenca de Salmonella sp, em 25 g de amostra (Qaudro 1),
demostrando a ndo conformidade em 33,33% das amostras analisadas com os padrdes regidos
pela IN N° 60 de 2019 que estabele, a auséncia desse microrganismo em 25 de amostra. Ao
analisar amostras de queijos de coalho comercializados no Mercado Central de Aracaju/SE,
Santana et al. (2008), observaram que das 60 amostras analisadas, 26,67% apresentaram a
presenca de Salmonella sp. Em um percentual menor, Duarte et al. (2005) identificaram a
presenca desse patdgeno em 5,5% das amostras de queijos coletadas em empreendimentos
comerciais no Estado de Pernambuco. A presenca de Salmonella sp nas amostras analisadas
demostram que o queijo coalho artesanal produzidos pelos produtores P4 e P6 estdo improprios
para 0 consumo, uma vez que este microrganismo apresenta elevado potencial patogénico. No
Brasil, entre os anos de 2007 a 2017 foram registrados 7.170 surtos relacionados com doencas

veiculadas por alimentos, sendo o leite e os derivados lacteos, como o queijo, responsaveis por
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3.802 dos casos notificados, sendo a bactéria do género Salmonella, um dos principais agentes
responsaveis por casos mais graves e fatais (BRASIL, 2018; AMARAL, et al., 2020).
Importante ressaltar que, se as ferramentas de Boas Praticas de Fabricacao (BPF) e Boas
Préaticas de ordenha (BPO) forem negligenciadas durante toda a etapa produtiva da obtencao
do leite, podera haver a contaminacdo da matéria prima, pois 0s queijos artesanais sao
produzidos, majoritariamente, com leite ndo pasteurizado, favorecendo assim que, bactérias do
género Salmonella sp, possam aderir e colonizar o trato gastrointestinal dos animais (DUARTE
et., 2005, BOMFIM et al., 2020). As amostras que apresentaram a auséncia de Salmonella em
25 g, pode ter sido favorecidas pela presenca natural de bacterias &cido-lacticas (BALSs), uma
vez que estudos na literatura reportam que a alta incidéncia deste grupo microbiano presente no
leite cru exercem atividade antagonista para a multiplicacdo de Salmonella sp. (RIBEIRO,
2019, MELO, et al., 2013, AMAREAL, et al., 2020).

A quantificacdo de S. aureus coagulase positiva demostrou que todas as amostras
(100%) apresentaram resultado insatisfatorio em relagdo a legislacdo vigente, cujo limite é de
102 UFC-g " (Quadro 1). Resultados semelhantes foram reportados por Sousa et al. (2014),
gue ao analisarem 104 amostras de queijos de coalho de seis estados do Nordeste, observaram
contagens elevadas deste microrganismo em 95,16% das amostras examinadas. No trabalho De
Freitas Filho et al. (2020), foi demonstrado que todas as amostras avaliadas apresentaram
valores superior ao permitido para S. aureus coagulase positiva, oscilando entre 2,5 x 10* a 4,8
x 10 UFC-g. A quantificacao de S. aureus coagulase positiva superior ao maximo permitido
pela legislacao vigente é uma indicacdo que, possivelmente, as condicoes higiénicas-sanitarias
com relacao ao leite utilizado e/ou durante a manipulacéo e armazenamento dos queijos coalho
artesenal analisados foram realizadas de forma insatisfatoria, visto que as bactérias do género
S. aureus fazem parte da microbiota normal de pele, mucosas e narinas, podendo ser veiculada
aos alimentos por contato indireto ou direto (AMSON, et al., BOMFIM et al., 2020), com por
exemplo, durante a manipulagao do processamento de queijo coalho artesenal. Salienta-se que,
a contagem elevada deste patdogeno em queijo coalho artesenal, é um fator preocupante devido
a elevada resisténcia térmica das enterotoxinas produzidas por este microrganismo, podendo
propiciar riscos a saude do consumidor (ALVES et al., 2009; FORSYTHE, 2005), o que torna
todas as amostras de queijo coalho artesanal analisadas improprias para 0 consumo.

De acordo com a IN 60 de 2019 (ANVISA) o limite maximo permitido para coliformes
termotolerantes (Escherichia coli) para queijos com umidade igual ou superior a 46% ¢ de 10?
NMP-g?, sendo possivel verificar que, de acordo com os resultados obtidos, todas as amostras
apresentaram valores superiores ao permitido pela legislacdo vigente (Quadro 1). Com base na
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pesquisa realizada por Santos et al. (2018) em queijo coalho comercializado em Maceid/AL,
identificou-se que as amostras analisadas para coliformes termotolerantes, estavam em
desconformidade segundo a legislacdo vigente, concluindo como um alimento inapropriado
para 0 consumo, uma vez que esta bacteria pode produzir toxinas no alimento e ocasionar
intoxicacdo alimentar. Além disso, a presenca de coliformes termotolerantes em contagens
superiores ao recomendando pela legislacdo, pode ser um forte indicador de contaminagéo
microbiana de material fecal, apontando como causa principal a falta do controle higiénico
sanitario adequado, proporcionando risco para a saude do consumidor (SILVA et al. 2018).
Dessa forma, como base nos resultados encontrados (Quadro 1) sugere-se que as Boas Préticas
de Fabricagdo, em especial os aspectos higiénicos-sanitarios durante a manipulacdo do queijo
coalho artesanal foram possivelmente negligenciadas, tornado todas amostras pesquisadas
inapropriadas para 0 consumo.

Com relacdo a quantificacdo de L. monocytogenes, foi possivel verificar que, todas as
amostras de queijo coalho artesanal, atenderam aos requisitos da legislacdo vigente, que
preconiza a auséncia deste patdogeno em 25 g do produto. Resultado similar foi encontrado no
trabalho de Feitosa et al. (2003), com amostras coletadas do Estado do Rio Grande do Norte,
onde as 12 amostras de queijo coalho analisadas apresentaram a auséncia de L. monocytogenes.
Entretanto, é possivel verificar na literatura, pesquisas que identificaram a presenca de L.
monocytogenes em queijo coalho artesanal produzidos e comercializados em diferentes estados
do Brasil (FEITOSA, et al., 2003; BORGES et al., 2003; GUEDES, 2003, TORRES, 2021). A
auséncia de L. monocytogenes nas amostras de alimentos, muitas vezes, esta relacionada a
fatores de estresse celular e a baixa concentracdo de células do patégeno (BONFIM, 2020).

Neste contexto, embora todas as amostras analisadas de queijo coalho produzidos em
Nossa Senhora da Gléria, SE, tenham apresentado a auséncia de L. monocytogenes, foi possivel
constar a presenca de outros microrganismos patogénicos (Salmonella sp, S. aureus coagulase
positiva e coliformes termotolerantes) em quantidades superiores aos limites estabelecidos pela
I.N N°60 de 2019 (ANVISA), demostrando que, 100% dos queijos coalho artesanal analisados
estavam improprios para o consumo humano. Enfatiza-se que a implementacdo das BPF aliada
com as Boas Praticas de Ordenha (BPO) e a sensibilizacdo destes produtores em toda a cadeia
produtiva do queijo colho artesanal, poderd contribuir para a melhoria dos parametros
microbioldgicos nas amostras analisadas, favorecendo assim para a obtencéo de um alimento
seguro para 0 consumo e que atenda aos padrées microbiologicos estabelecidos pela legislacdo

vigente.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A avalicdo dos dados microbiol6gicos demonstraram que, embora constatado a auséncia
de L monocytogens nas amostras de queijo coalho artesanal, todas as amostras analisadas de
queijo coalho artesanal estavam parcialmente ( Salmonella sp,) ou totalmente (S. aureus
coagulase positiva e coliformes termotolerantes) em ndo conformidade com a legislagéo vigente
para diferentes microrganismos patogénicos, estando, portanto, inadequadas para 0 consumo
humano, uma vez que, a sua ingestdo pode ocasionar infec¢do e/ou intoxicacdo alimentar.
Importante ressaltar, que a partir dos resultados obtidos, sugere-se que a implementacéo efetiva
de BPF desde a etapa de obtencdo do leite até a producdo de queijo coalho artesanal, necessita
ser aperfeicoada, para que os parametros microbiol6gicos possam ser melhorados visando desta
forma, atender os requisitos da legislacdo vigente, além de oferecer um alimento

microbiologicamente seguro para o consumidor.
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