QUALIDADE MICROBIOLÓGICA DE QUEIJO MINAS FRESCAL COMERCIALIZADO NA ZONA DA MATA MINEIRA
Microbiological quality of Minas frescal chesse traded in Zona da Mata Mineira

RESUMO
Este trabalho objetivou avaliar a qualidade microbiológica do queijo Minas frescal comercializado na Zona da Mata Mineira. As amostras foram coletadas em seis municípios: Juiz de Fora (33), Cataguases (7), Itamarati de Minas (4), Belmiro Braga (2), Bicas (2) e Rio Pomba (2), totalizando 50 marcas, sendo 43 de produção industrial e sete informais. As análises de pH, atividade de água (Aw), coliformes a 35 ºC e a 45 ºC, Escherichia coli, estafilococos coagulase positiva, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella sp. foram realizadas entre outubro de 2015 e janeiro de 2016. Os valores de pH variaram entre 4,98 a 7,14 e a Aw entre 0,989 a 0,904. Todas as amostras, independente da origem, apresentaram coliformes a 35 ºC, com valores variando de 1,5 x 101 a 1,1 x 106 NMP/g. Dentre as amostras, 20 (40%) apresentaram Número Mais Provável acima do limite máximo estabelecido pela legislação para coliformes a 45 ºC, sendo a média de 1,2 x 105 NMP/g. A presença de E. coli foi confirmada em 16 (32%) amostras. As contagens de estafilococos coagulase positiva também foram acima do limite aceito em 16 (32%) amostras e 10 (20%) continham S. aureus. Não foi constatada presença de L. monocytogenes, entretanto, Salmonella sp. foi confirmada em 20 (40%) amostras. Constatou-se que, apenas 11 (22%) amostras, estavam em conformidade com a legislação brasileira. Portanto, o queijo Minas frescal comercializado na região apresentava baixa qualidade microbiológica, sugerindo deficiências no processamento, transporte, armazenamento e/ou comercialização e perigo à saúde humana.
Palavras-chave: queijo fresco, Escherichia coli, estafilococos coagulase positiva, Listeria monocytogenes, Salmonella sp., segurança dos alimentos.

ABSTRACT
This study aimed to evaluate the microbiological quality of Minas frescal cheese traded in Zona da Mata Mineira, Brazil. The samples were collected at six city: Juiz de Fora (33), Cataguases (7), Itamarati de Minas (4), Belmiro Braga (2), Bicas (2) and Rio Pomba (2), totaling 50 brands, being 43 of industrial production and seven informal. Analyses of pH, Aw, coliforms at 35 ºC and 45 ºC, Escherichia coli, coagulase positive staphylococci, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and Salmonella sp. were held in the period from October 2015 to January 2016. The pH values ranged from 4,98 to 7,14, and Aw from 0,989 to 0,904. All samples, regardless of origin, showed coliform at 35 °C, with values ranging between 1,5 x 101 a 1,1 x 106 NMP/g . Among samples, 20 (40%) showed the Most Probable Number of coliforms at 45 °C above the maximum limit set by Brazilian law, with a rate of 1,2 x 105 NMP/g. The presence of E. coli was confirmed in 16 (32%) samples. Counts of coagulase positive staphylococci also showed above the limit accepted in 16 (32%) samples, and 10 (20%) presented S. aureus. It was not detected L. monocytogenes in all samples, however, Salmonella sp. was confirmed in 20 (40%) samples. It was verified that only 11 (22%) samples were in accordance with Brazilian legislation. Therefore, the Minas frescal cheese commercialized in the region presented low microbiological quality, suggesting deficiencies in the processing, transport, storage and/or commercialization and danger to human health.
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INTRODUÇÃO
Entende-se por queijo Minas frescal o queijo fresco obtido por coagulação enzimática do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou não com ação de bactérias lácticas específicas. O queijo Minas frescal é um queijo semi-gordo, de muito alta umidade, a ser consumido fresco, de acordo com a classificação estabelecida no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL, 2004). 
Este produto é um dos queijos não curados mais populares e produzidos no Brasil, apresentando um expressivo valor socioeconômico e cultural. É considerado um alimento de fácil produção, elevada consumação, porém, de consumo imediato e curta vida de prateleira (NASCIMENTO et al., 2008; VISOTTO et al., 2011). É caracterizado por sua massa branca de consistência macia, sabor suave ou levemente ácido (BRASIL, 2004; RIBEIRO et al., 2009). 
A ocorrência de microrganismos em queijo Minas frescal tem sido demonstrada por inúmeras pesquisas ao longo dos últimos anos, sendo evidenciado um quadro desfavorável da qualidade deste alimento independente da sua origem de fabricação (LOGUERCIO; ALEIXO, 2001; SALOTTI et al., 2006; BRITO et al., 2008; MARTINS; REIS, 2012). 
O grande número de amostras não condizentes com os padrões microbiológicos favorece a ocorrência de doenças veiculadas por alimentos e ressalta a importância do cuidado higiênico-sanitário com a sua manipulação e controle de qualidade, matéria-prima e processo de fabricação (ABRAHÃO et al., 2008; BORGES et al., 2008; SENGER; BIZANI, 2011).
Existem diferentes fatores que podem afetar a capacidade de sobrevivência e/ou multiplicação de microrganismos em um alimento. Entre estes destacam-se os que se relacionam com as características do próprio alimento como, por exemplo, pH, acidez, atividade de água (Aw), presença de nutrientes, entre outros, sendo chamados de fatores intrínsecos (AZEREDO et al., 2012).

Diante disso, objetivou-se avaliar a qualidade microbiológica de queijo Minas frescal quanto ao Número Mais Provável de coliformes a 30 ºC e 45 ºC, contagem de estafilococos coagulasse positiva e presença de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella sp., de modo a se avaliar a conformidade dos mesmos com a legislação vigente.
MATERIAL E MÉTODOS
Amostragem

As amostras foram coletadas no período de outubro de 2015 a janeiro de 2016 em seis municípios da Zona da Mata Mineira, totalizando 50 marcas, conforme Tabela 1. Destas, 43 eram provenientes de produção industrial e comercializadas em estabelecimentos comerciais, seis de produção artesanal e vendidas diretamente pelo produtor e uma amostra era de origem artesanal e comercializada por estabelecimento comercial. As amostras de produção industrial apresentavam fiscalização por um dos órgãos de inspeção (SIF ou SIM), diferentemente das amostras de fabricação informal, que não passavam por nenhum tipo de fiscalização. Além disso, cinco foram categorizadas como light, uma sem lactose e sete não apresentavam embalagem, sendo comercializadas em saquinhos de polietileno de baixa densidade.

Tabela 1. Número de amostras de queijo Minas frescal, por cidade, submetidas a avaliação microbiológica

	Município
	Número de amostras
	Industrial
	Artesanal

	Juiz de Fora
	33
	33
	-

	Cataguases
	7
	6
	1

	Itamarati de Minas
	4
	-
	4

	Belmiro Braga
	2
	-
	2

	Bicas
	2
	2
	-

	Rio Pomba
	2
	2
	-

	Total
	50
	43
	7


Após a coleta, as amostras eram acondicionadas em bolsas térmicas previamente sanitizadas com álcool 70% e climatizadas a 4,0 °C com gelo reciclável e transportadas até o laboratório de Microbiologia de Alimentos onde eram armazenadas, por no máximo três dias, a 4,0 °C até o momento da análise. 
Previamente às análises, as amostras de queijo Minas frescal eram, assepticamente, totalmente maceradas para a posterior retirada de alíquotas para a caracterização de pH, Aw e microbiológica.

Determinação de pH e de atividade de água (Aw) 

A determinação de pH foi efetuada conforme Sakuma et al. (2008), sendo pesadas 10 gramas de cada amostra já macerada e transferidas para béqueres distintos de 100 mL contendo água destilada (50 mL) a 40 °C. A fração pesada era homogeneizada, e, em seguida, o eletrodo do potenciômetro (Modelo mPa 210), calibrado com soluções tampão com pH 4,0 e 7,0 era introduzido para a realização da leitura. Ao final de cada análise, o eletrodo era lavado com água destilada e seco com papel de textura macia. A determinação da atividade de água das amostras foi realizada por meio de leitura direta no medidor digital Aqualab (Decagon Devices Aqualab Lite).

Análises microbiológicas

Para as análises microbiológicas, 25 gramas de cada amostra macerada foram pesadas e acrescidas de 225 mL de água peptonada 1% e então homogeneizadas em Stomacher (Marconi MA 440/CF), obtendo-se a diluição 10-1.
Determinação do Número Mais Provável de coliformes e identificação de E.coli

A determinação do Número Mais Provável de coliformes a 35 ºC e a 45 ºC foi realizada conforme descrito por Kornacki; Johnson (2001) utilizando-se no teste presuntivo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST - Micromed) e, posteriormente, Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB - Himedia) e Caldo E. coli (EC - Himedia), respectivamente. De cada tubo contendo caldo EC com produção de gás, foi estriada uma alçada em ágar Eosina Azul de Metileno (EMB - Himedia). As placas foram incubadas a 35 ºC por 24 horas. Após o crescimento, cinco colônias típicas (negras e com brilho verde metálico) ou atípicas das placas com ágar EMB foram selecionadas, ativadas em Ágar Padrão para Contagem (PCA - Himedia) e a partir destas foi realizado o teste IMViC (Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato), sendo confirmadas como E. coli, as colônias positivas ou negativas no teste Indol, positivas no teste de Vermelho de Metila e negativas no teste de Vogues Proskauer e de Citrato (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

Contagem de estafilococos coagulase positiva e determinação de S. aureus
Esta análise foi realizada conforme Lancette; Bennett (2001) utilizando-se  Ágar Baird Parker (BP - Himedia). As colônias típicas de S. aureus nesse meio são negras rodeadas por um halo opaco e um halo transparente, provenientes da precipitação da lecitina e proteólise, respectivamente. Foram selecionadas cinco colônias típicas e/ou atípicas para realização do teste de coagulase e determinação da contagem de estafilococos coagulase positiva. S. aureus foi confirmado por meio dos testes bioquímicos de coagulase, catalase e termonuclease.
Isolamento e identificação de L. monocytogenes
Conforme Brasil (2003) e Hitchins et al. (2011), alíquotas de 25 g de amostras devidamente homogeneizadas foram submetidas ao enriquecimento seletivo primário em 225 mL de caldo Half-Fraser (Himedia), sendo incubadas a 30 ± 1 ºC por 24 horas. Em seguida, uma alíquota de 0,1 mL da cultura obtida no enriquecimento primário foi transferida para tubo contendo 10 mL de caldo Fraser (Himedia), representando o enriquecimento secundário. Os tubos foram incubados a 30 ± 1 ºC por 24 horas. A partir do segundo enriquecimento, foi inoculada uma alçada da cultura na superfície dos ágares Listeria Ottaviani e Agosti (ALOA - Fluka), Palcam (Acumedia) e Oxford (Himedia), sendo as placas incubadas a 30 ± 1 ºC por 24 a 48 horas. Após a incubação, cinco colônias típicas ou atípicas de cada amostra foram inoculadas em Ágar Tripticase de Soja Extrato de Levedura (TSA-YE - Micro Med) e as placas incubadas a 37 ± 1 ºC por 48 horas. Colônias típicas ou suspeitas em Ágar TSA-YE foram estriadas neste ágar novamente, de modo a isolá-las e obter maior pureza, e as placas foram incubadas a 37 ± 1 ºC por 48 horas (BRASIL, 2003; HITCHINS et al., 2011). Para confirmação, as colônias foram submetidas às provas de catalase, coloração de Gram, vermelho de metila, Voges-Proskauer, motilidade típica e quando necessário à fermentação de xilose, manitol e raminose (RYSER; DONNELLY, 2001; BRASIL, 2003; HITCHINS et al., 2011).
Isolamento e identificação de Salmonella spp.

Uma porção de 25 gramas das amostras homogeneizadas foi transferida para um frasco estéril, no qual foi adicionado 225 mL de caldo de pré-enriquecimento (Caldo Lactosado), sendo a mistura homogeneizada em Stomacher (Marconi MA 440/CF). A mesma foi deixada em repouso por 1 hora a temperatura ambiente para a verificação do pH (ideal 6,8 ± 0,2), e consequente ajuste do mesmo com hidróxido de sódio (NaOH) 1 M, se necessário. Posteriormente, a incubação foi feita a 35 ± 2 ºC por 24 horas (ANDREWS et al., 2007).
Após este período, realizou-se o enriquecimento seletivo, sendo transferidas alíquotas de 0,1 mL para tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport Vassilidis (Micro Med) e 1 mL para tubos contendo 10 mL de caldo Tetrationato (Acumedia). Estes foram incubados a 42 ± 2 ºC por 24 horas e 35 ± 2 ºC por 24 horas, respectivamente.
Posteriormente, os tubos de enriquecimento seletivo foram agitados em vortex e uma alçada de cada um foi estriada em placas contendo Ágar Hektoen (HE - Acumedia), Ágar Bismuto Sulfito (BS - Himedia) e Ágar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD - Fluka), que foram incubadas a 35 ± 2 ºC por 24 horas para a posterior observação das colônias. Cinco colônias típicas e/ou atípicas de cada amostra foram selecionadas e submetidas as provas bioquímicas e sorológicas conforme descrito por Andrews et al. (2001) e Andrews et al. (2007).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
pH e atividade de água (Aw) dos queijos 

Considerando esses parâmetros e suas respectivas referências para favorecimento da multiplicação de microrganismos, 94% das amostras de queijo Minas frescal avaliadas apresentaram-se favoráveis para a presença de bactérias. Isto pode estar relacionado as elevadas contagens de coliformes a 45 ºC e estafilococos coagulase positiva, além da presença de E. coli e Salmonella sp. em muitas amostras de queijos. Na Tabela 2, estão demonstrados as respectivas médias de pH e Aw considerando o tipo de produção das amostras de queijo Minas frescal. 
Tabela 2. Valores de pH e atividade de água (média ± desvio padrão) das amostras de queijo Minas frescal

	Parâmetros
	Média Geral (n=50)
	Industrializados (n=43)
	Artesanais (n=7)

	pH
	6,18 ± 0,564
	6,19 ± 0,559
	6,17 ± 0,640

	Aw
	0,963 ± 0,016
	0,963 ± 0,016
	0,940 ± 0,021


Silva (2005) afirmou que a faixa de pH ideal para queijos Minas frescal está entre 5,0 a 5,3. Considerando estes valores, 96% (n=48) das amostras se encontram acima da faixa recomendada. Apenas duas amostras de origem industrial apresentam pH de 4,98 e 5,23, valores abaixo do citado. É importante ressaltar que queijos com maiores valores de pH, apresentam menor vida de prateleira, visto que pH mais próximo da neutralidade favorece a multiplicação de microrganismos. 

Segundo Dias et al. (2016), a variação de pH dos queijos pode ocorrer devido ao tempo e temperatura de armazenamento nos supermercados, que favorecem ou não a multiplicação microbiana e consequente deterioração do produto. Caso haja, por exemplo, grande presença de coliformes a 45 ºC, principalmente E. coli, ocorrerá a fermentação da lactose e diminuição dos valores de pH. Esta redução de pH nos queijos com a presença de E. coli, foi observada por Kousta et al. (2010) ao avaliaram o pH de sete marcas de queijo Minas frescal comercializados em São Paulo e constataram que seis continham valores elevados de coliformes a 45 ºC e acentuada redução do pH aos 21 dias de armazenamento. 
Constatou-se elevadas contagens de coliformes a 45 ºC e presença de E. coli em 16 marcas analisadas, o que pode ter refletido na acidificação dos queijos e na ampla faixa de variação de pH encontrada. Referente às amostras com presença de E. coli, a média de pH encontrada foi de 5,94 ± 0,57, podendo alterar-se com o período de armazenamento. Ressalta-se que contagem microbiana presente no queijo pode ocasionar alterações de sabor, aparência e odor. 
Em relação a Aw, 98% das amostras apresentaram valores acima de 0,91, sendo este o valor mínimo para a multiplicação da maioria das bactérias. Assim, considerando apenas este parâmetro, as elevadas contagens de microrganismos encontradas nas amostras de queijo Minas frescal avaliadas, podem ter sido favorecidas com a grande presença de água disponível para uso pelas bactérias, visto que água livre é necessária para o seu metabolismo.

Qualidade microbiológica
De acordo com a Portaria n.º 146/1996 do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), o limite máximo considerado aceitável de coliformes totais em queijo de muito alta umidade é de 103 NMP/g (BRASIL, 1996) no estabelecimento industrial. Coliformes a 30 ºC são indicativos da falta de higiene na produção, principalmente se estes forem provenientes de uma produção informal com ausência de Boas Práticas de Fabricação (BPF) (BRASIL, 2001).
No presente estudo, as amostras, independente de sua origem, apresentaram contagens de coliformes a 30 ºC variando de 15 a 1,1 x 106 NMP/g, com média geral de 189,5 NMP/g. Da mesma forma, Dias et al. (2016), ao avaliarem amostras de queijo Minas frescal comercializados na região Sul de Goiás, e Zonta et al. (2013), ao avaliarem amostras de queijo Minas frescal comercializados em Arapongas – PR, constataram que, as amostras, em sua totalidade, independente de sua origem, estavam em desacordo com o padrão estabelecido pela legislação para Coliformes a 30 °C.
Das 50 amostras analisadas no presente trabalho, 20 (40%) excederam o limite máximo preconizado pela legislação vigente (5,0 x 102 NMP/g) para coliformes a 45 ºC (BRASIL, 2001). Dentre as amostras com Número Mais Provável acima do limite máximo, 15 são de fabricação industrial e cinco (5) artesanal. Percentual mais significativo (80%) de amostras com contagens superiores a 102 NMP/g de Coliformes a 45ºC foi constatado em estudo realizado por Ferreira et al. (2011), ao avaliarem a qualidade microbiológica de queijo Minas frescal comercializado em feiras livres no município de Uberlândia – MG. Percentual menos expressivo (12%) foi encontrado por Lombardi; Rezende (2014), ao também avaliarem amostras também provenientes de Uberlândia – MG, entretanto, esses autores analisaram apenas amostras de fabricação industrial. 

Após a conclusão do teste IMViC, foi constatada a presença de E. coli em 16 amostras (32%), sendo a maior incidência em amostras de produção artesanal. A ausência de BPF, contaminação cruzada, seja na produção artesanal ou industrial, deficiências na distribuição, associadas às más condições de armazenamento, favorecem a presença de microrganismos no queijo, podendo ter contribuído para o NMP de coliformes a 45 °C e presença de E. coli nas amostras.
No estudo de Okura; Marin (2014), ao avaliarem a presença de E. coli em queijos Minas frescal provenientes do Sudoeste de Minas Gerais, foi constatado que 30% das amostras provenientes de estabelecimentos credenciados no Serviço de Inspeção Federal (SIF) e 70% das amostras provenientes de estabelecimentos não credenciados no SIF estavam impróprias para consumo devido a presença de E. coli. Percentual expressivo (70,8%) da presença de E. coli também foi evidenciado no estudo de Leite Júnior et al. (2013), ao avaliarem amostras de queijo Minas Frescal comercializadas na Zona da Mata e Campos das Vertentes de Minas Gerais.
A legislação vigente para queijo Minas frescal preconiza o limite máximo de 5,0 x 102 UFC/g para estafilococos coagulase positiva (BRASIL, 2001). Das amostras avaliadas neste trabalho, independente da origem de fabricação, 16 (32%) apresentaram contagens acima do limite estabelecido para este grupo microbiano e 10 (20%) apresentaram S. aureus. Percentual mais expressivo (78%) deste grupo microbiano foi evidenciado por Ferreira et al. (2010), ao analisarem amostras de queijo Minas frescal comercializadas na região do Triângulo Mineiro.
Menor percentual (16,12%) de amostras com contagens de estafilococos coagulase positiva acima do preconizado pela legislação vigente foi evidenciado por Apolinário et al. (2014), ao avaliarem a qualidade microbiológica de queijos Minas frescal produzidos por diferentes laticínios do estado de Minas Gerais.  





Diferentes estudos evidenciam a presença de S. aureus em produtos lácteos no Brasil (PINTO et al., 2011; MARTINS; REIS, 2012). Em queijos, a presença de S. aureus pode ser decorrente do quadro de mastite, contaminação cruzada pós-processamento por meio do manipulador, entre outros motivos, que podem variar de acordo com o processo produtivo (FAGUNDES et al., 2010).









A maior preocupação relacionada a S. aureus é a produção de enterotoxinas, quando o mesmo está em altas contagens nos alimentos, havendo a possibilidade da ocorrência de intoxicações (FERREIRA et al., 2010). A quantidade mínima de S. aureus para produção e detecção de enterotoxinas estafilocócicas é 105 a 106 UFC/mL ou g de alimento (WONG; BERGDOLL, 2002; BORGES et al., 2008; SANTANA et al., 2010). Considerando esse valor, todas as amostras deste estudo com presença de S. aureus possuíam contagens superiores, estando susceptíveis a presença de enterotoxinas.

A legislação brasileira preconiza ausência de L. monocytogenes em queijo Minas frescal (BRASIL, 2001). As amostras analisadas neste estudo estavam condizentes com a legislação. Da mesma forma, Leite Júnior et al. (2013), Visotto et al. (2011) e Pinto et al. (2011), constataram a ausência desta bactéria em seus estudos. A ausência ou baixa incidência de L. monocytogenes pode estar associada às elevadas contagens de outros microrganismos no produto devido a sua baixa capacidade de competição.
Em contrapartida, Apolinário et al. (2014), ao analisarem amostras de queijo Minas frescal provenientes de dez laticínios do estado de Minas Gerais, constataram a presença desta bactéria em 9,6% das amostras. Percentual similar (9,3%) foi evidenciando por Beltran et al. (2015), ao avaliarem amostras de queijo fresco mexicano. 

Falhas no processo de pasteurização, contaminação cruzada, acúmulo de restos alimentares, ventilação e umidade do local de produção são fatores que propiciam a presença de L. monocytogenes em queijos e ambiente de processamento dos mesmos (KOUSTA et al., 2010; CARPENTIER; CERF, 2011; DIAS et al., 2012; LAMBERTZ et al., 2012). A colonização de refrigeradores na indústria é considerada um foco potencial de contaminação e possível formação de biofilme, favorecendo a persistência deste microrganismo nos alimentos (FOX et al., 2011).


Assim como para L. monocytogenes, a legislação vigente preconiza a ausência de Salmonella sp. nos alimentos (BRASIL, 2001). Entretanto, essa bactéria foi constatada em 20 (40%) amostras avaliadas neste trabalho, indicando expressiva necessidade de aperfeiçoamentos no processamento, armazenamento e/ou distribuição, de modo a garantir a qualidade microbiológica dos queijos.

A presença de Salmonella spp. também foi evidenciada por Wolupeck et al. (2012) em 3,3% das amostras de queijo Minas frescal avaliadas, as quais eram comercializadas em Curitiba - PR. Um percentual similar (3,8%) foi verificado por Guzman-Hernandez et al. (2016) ao avaliarem queijos frescos mexicanos. 

Diferentemente deste trabalho e dos estudos citados anteriormente, Callon et al. (2011), Pinto et al. (2011), Rodrigues et al. (2011), Visotto et al. (2011), Leite Júnior et al. (2013), Apolinário et al. (2014), Lombardi; Rezende (2014) e Dias et al. (2016) não detectaram Salmonella sp. em amostras de queijo Minas frescal comercializadas em diferentes regiões do Brasil. 









CONCLUSÃO
A maior parte das amostras de queijo Minas frescal analisadas apresentaram baixa qualidade microbiológica e não conformidade com a legislação brasileira, devido às elevadas contagens de microrganismos indicadores, o que sugere deficiências no processamento, transporte, armazenamento e/ou comercialização. Fato que pode ser corroborado pelo pH e Aw das amostras. Além disso, patógenos como S. aureus e Salmonella sp. estiveram presentes em muitas amostras indicando perigo à saúde humana. 
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