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QUEIJOS TIPO PARMESAO RALADOS INDUSTRIALMENTE E NO ATO DA
VENDA, ADQUIRIDOS NO COMERCIO VAREJISTA, COMO FONTES DE
AGENTES DETERIORANTES E PATOGENICOS

RESUMO - O queijo parmeséo ralado, por ser um derivado lacteo, apresenta alto
teor de nutrientes e, quando obtido de matérias primas de baixa qualidade e/ou
guando houver falhas no processamento, pode apresentar altas populacbes de
microrganismos contaminantes. Com o objetivo de avaliar as condi¢des higiénicas e
sanitarias de queijos tipo parmeséao ralados vendidos no comeércio varejista, foram
realizadas analises microbiologicas em 120 amostras, sendo 60 destas de quatro
marcas comerciais as quais foram raladas industrialmente e outras 60 de quatro
marcas, cujos queijos foram adquiridos pelos comércios varejistas em grandes
pecas e ralados no ato da venda. As populacdes de microrganismos heterotroficos
mesofilos variaram de 1,2 x 103 a 1,1 x 10" UFC.g™. Todas as amostras analisadas
apresentaram Staphylococcus spp., com populacdes que variaram de 1,2 x 102 a 8,7
x 10° UFC.g*, sendo que 60,0% dessas apresentaram Staphylococcus coagulase
positivo e 52,5 % delas com populagcdes acima do limite estabelecido pela
legislacdo. A presenca de Staphylococcus aureus e de Escherichia coli foi
identificada em 57,5 % e 6,6 % das amostras, respectivamente. As populacdes de
bolores e leveduras apresentaram variacdo de < 10 a 1,8 x 10° UFC.g™. Salmonella
spp nao foi isolada no presente trabalho. Houve diferenca entre os queijos ralados
industrialmente e os queijos ralados nos supermercados, sendo que O primeiro
grupo apresentou resultados de qualidade microbiolégicas melhores do que o
segundo grupo. Assim, medidas visando minimizar as populacdes de agentes
contaminantes e deteriorantes encontradas nos queijos parmesdo analisados no
presente trabalho devem ser realizadas visto que essas podem representar um
perigo a saude publica.

Palavras-chave: coliformes termotolerantes, queijo ralado, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus.



FACTORY AND POINT-OF-SALE GRATED PARMESAN CHEESE ACQUIRED ON
RETAIL BUSINESSES AS A SOURCE OF DETERIORATION AND
PATHOGENICS AGENTS

SUMMARY - The grated parmesan cheese, being a dairy product, presents high
nutrients content and, when obtained from raw material of low quality and/or when
there are failures in its processing, may present high populations of contaminants.
With the objective to evaluate the hygienic and sanitary conditions of grated
parmesan cheese acquired in the retail business, 120 samples were acquired: 60 of
these being from four brands which are grated in the factory, and the other 60
samples from another four brands which are acquired by the retailers (supermarkets)
in blocks and grated on the moment of sale. The population of heterotrophic
mesophiles microorganisms ranged from 1,2 x 103 to 1,1 x 10’ UFC.g™. All of the
samples analyzed showed Staphylococcus spp. All of the samples analyzed showed
Staphylococcus spp. with population ranging from 1,2 x 103 to 8,7 x 10° UFC.g%,
where 60,0 % were classified as positive coagulase Staphylococcus and 52,5 % had
population above the established limit by legislation. The presence of Staphylococcus
aureus and Escherichia coli were identified in 57,5 % e 6,6 % of the samples,
respectively. The population of molds and yeasts ranged from <10 to 1,8 x 10°
UFC.g™ . Salmonella spp was not isolated in this research. A difference was observed
between the parmesan cheese grated in the factory and in the supermarket, where
the first group presented better microbiological quality results than the second group.
Thus, procedures with the objective minimize the population of deterioration and
pathogenics agents found in grated parmesan cheese evaluated in the present study
must be realized seeing that contamined cheese can represent a danger for public
health.

Keywords: termotolerant coliforms, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, grated
cheese.






1. INTRODUCAO

Fonte de nutrientes, os alimentos séo indispensaveis a vida humana. Dentre
os alimentos de maior importancia nutricional, se destacam o leite e seus derivados.
Entretanto, da mesma forma que tais alimentos propiciam nutrientes fundamentais
aos seres humanos, esses também sdo meios ideais para a multiplicacdo de
bactérias patogénicas e deteriorantes, que podem ocasionar diversos danos a

gualidade do produto e a saude do consumidor.

Dentre os derivados lacteos mais comuns e consumidos no Brasil, encontra-
se 0 queijo parmesédo ralado, o qual apresenta alto teor de nutrientes. O elevado
consumo desse no Brasil advém principalmente devido ao custo baixo e facilidade
de obtencdo. Assim, possui abrangéncia de consumo em todas as faixas etarias,
desde criancas até idosos que por sua vez ja possuem um sistema imune
fragilizado. O fato de ser um produto processado e oriundo de uma matéria prima
extremamente rica em nutrientes, o0 torna susceptivel a contaminacdes
microbiolégicas. Os contaminantes mais comuns e que podem representar riscos a
saude de quem os consumir e diminuir a vida de prateleira dos derivados lacteos
sdo os coliformes termotolerantes, Staphylococcus coagulase positivos, Salmonella

spp., bolores e leveduras, dentre outros.

Em vista do grande consumo do queijo tipo parmeséao ralado no Brasil e dos
possiveis perigos que esse pode ocasionar a saude do consumidor, caso esteja
contaminado por bactérias patogénicas, emerge a preocupacdo com a qualidade
microbiologica desse derivado vendido no varejo em duas apresentacdes, sendo
uma ralada e embalada industrialmente e a outra ralada no ato da venda pelo

comeércio varejista.



2. REVISAO DE LITERATURA

Assim como o homem extrai dos alimentos o0s nutrientes necessarios para
sobrevivéncia e manutencdo de seu organismo, esses também sdo meios
fundamentais para as demais classes de seres vivos e dentre estas, se encontram
microrganismos patogénicos que podem causar agravos a saude da populacdo que
0s ingerirem em numero suficiente para isso. Tais alimentos desempenham papel
importante na qualidade de vida das populacdes, particularmente no que se refere a
disponibilidade, acessibilidade, qualidade sanitaria e nutricional, condi¢bes
fundamentais para a promocéo e protecdo da saude como direito basico de todos os
cidadaos (SCHREINER; TEIXEIRA, 2001).

Um dos alimentos de maior importancia nutricional aos humanos, desde o
nascimento até a idade adulta, € o leite. A possibilidade de encontrar em um so6
produto proteinas de alta qualidade, vitaminas A, D e B12, riboflavina, minerais e
oligoelementos (como o fésforo, magnésio, potassio e zinco) aliado a facilidade de
obtencdo, o torna um dos melhores alimentos consumidos pelo ser humano
(GERRIOR; PUTNAM; BENTE, 1998).

Além do leite fluido propriamente dito, os derivados deste possuem relevante
importancia nutricional principalmente no que tange aos niveis de Calcio
encontrados neles, como nos queijos, tornando-se assim uma das principais fontes
de obtencéo deste mineral que é essencial a diversos processos fundamentais para
o corpo humano, como a formacgédo 0ssea, regulagdo do ritmo cardiaco e pressao
arterial, coagulacdo sanguinea e ativacdo de sistemas enziméticos (GERRIOR,;
PUTNAM; BENTE, 1998).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), pela Portaria
146 de 7 de marco de 1996 define queijo como sendo “o produto fresco ou maturado
gue se obtém por separacao parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral,
parcial ou totalmente desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela acao fisica
do coalho, enzimas especificas de bactérias especificas, de &cidos organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem

agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos



especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes.” Ainda,
tal legislacdo complementa a definigdo, reservando o nome queijo exclusivamente
para produtos cuja base lactea ndo contenha gordura e/ou proteinas de outras
origens (BRASIL, 1996).

Estima-se que o consumo de queijo no Brasil para o ano de 2014, assim
como a de leite fluido, seja 2 % superior ao de 2013, chegando a trés quilogramas
por pessoa por ano. Entretanto, apesar do aumento no consumo deste derivado,
ainda estd abaixo do recomendado pela Organizacdo das NacOes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) que € de nove quilogramas por ano por pessoa
(USDA, 2013b)

De acordo com Bottazzi et al. (1993) e Stadhouders, Hup e Nieuwenhof
(1983), a contaminacédo dos queijos € proveniente principalmente da contaminacéo
inicial do leite. Sendo assim, para um queijo estar apto para o uso alimentar, é
necessario que advenha de uma matéria prima de qualidade para que estes sejam
seguros e benéficos a saude dos consumidores. Para isso, no entanto, é necessario
gue cuidados higiénicos e sanitarios sejam devidamente tomados durante toda a
cadeia produtiva, desde a obtencdo da matéria prima (leite fluido) na fazenda leiteira
até a venda do queijo para o consumidor, visando minimizar possiveis
contaminacdes por microrganismos e outras que possam prejudicar a saude do
consumidor.

Além disso, a contaminacdo do leite pés tratamento térmico, a utilizacdo de
fermentos inativos, temperaturas inadequadas e incorretas condi¢cdes de producéo e
armazenagem dos queijos, contribuem também de forma efetiva para o
comprometimento da qualidade do produto final (PEREIRA et al., 1999).

A manipulacdo inadequada dos alimentos favorece a contaminacdo por
agentes bacterianos patogénicos que, em grande numero, podem ocasionar
problemas a saude de quem os consumir. Sendo assim, a higiene correta dos
alimentos é necessaria para garantir a seguranca e a salubridade dos mesmos em
todos os estagios de sua elaboracao.

De acordo com Seridan (2009), o queijo € um alimento de importancia
relevante nos habitos de consumo dos brasileiros devido a sua rica composi¢ao

nutricional e participacdo historica na cultura nacional.



Diversos séo os tipos de queijos produzidos e consumidos no Brasil e dentre
esses se destaca o queijo tipo parmesao. Este derivado de origem italiana é um dos
queijos mais populares do Brasil. E classificado como um queijo de baixa umidade,
semi-gordo, de massa pré-cozida e prensada. Possui consisténcia dura e textura
compacta, granulosa, com crosta firme, lisa e pode ser fabricado com leite
pasteurizado e/ou reconstituido padronizado ou leite cru (PERRY, 2004).

No Brasil, o queijo tipo parmeséao é vendido mais comumente na forma ralada
previamente industrializada. Nesta apresentacéo, este acaba por ser um alimento
bastante consumido pela populacdo brasileira por ser um produto pronto para o
consumo e de facil obtencdo, porém, esse pode oferecer riscos a saude da
populacéo visto que, durante sua producéo, ha varias etapas de processamento até
chegar ao produto final (CAMACHO et al, 2004). Assim, obrigatoriamente deverao
ser adotadas boas praticas de fabricacdo para minimizar os riscos de que
microrganismos contaminantes estejam presentes e/ou se multipliqguem durante a
fabricacdo deste, atingindo populacdes maiores do que as determinadas pelos
padrdes legais tolerados no produto final (HOFFMAN et al., 2004), podendo assim
ocasionar danos a saude de quem os consumir.

De acordo com a Portaria n° 357, de 4 de setembro de 1997, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), entende-se por "queijo ralado ou
gueijos ralados, segundo corresponda, o produto obtido por esfarelamento ou
ralagem da massa de uma ou até quatro variedades de queijos de baixa umidade
aptos para o consumo humano" (BRASIL, 1997).

Em virtude de sua composicao, com elevado contetdo de proteinas, lipidios,
carboidratos, sais minerais, calcio, fosforo e vitaminas, € um alimento bastante
nutritivo, mas torna-se também, se contaminado, uma fonte potencial para
microrganismos deteriorantes e patogénicos que sao provenientes da matéria-prima
ou podem ser adquiridos no processamento do produto (PERRY, 2004). Ainda, por
ter em sua composic¢ao nutrientes de alto valor bioldgico, este se torna susceptivel a
multiplicacdo microbiana, sendo, portanto, um veiculo frequente de microrganismos
patogénicos que podem causar infec¢Oes e intoxicagbes alimentares (MIRANDA,
2008).



Com raras excecoes, o leite utilizado na fabricacédo de queijos frescos tem de
ser pasteurizado. Ja o leite para a fabricacdo de queijos maturados, como o
parmesao, pode ser cru desde que sejam respeitados os prazos de maturacao e
adotadas as boas préaticas de fabricacdo, que incluem desde a exigéncia de sé
utilizar leite de alta qualidade até rigorosa higiene no local de producdo (PERRY,
2004).

Desta forma, a producdo de queijos e/ou mantenca destes em condi¢des
inadequadas para consumo, possibilitando assim contaminacdo microbiana, gera
perdas para a industria e pode trazer graves consequéncias para a populacéo, se
tornando assim, um problema de saude publica pelo fato de ser uma potencial fonte
de doencas transmitidas por alimentos (DTAs) (FEITOSA et al., 2003).

Doencas Transmitidas por Alimentos sdo causadas pela ingestdo de
alimentos ou bebidas contaminados com patdégenos e/ou toxinas por eles
produzidas, em quantidades que afetam a saude do consumidor (BRASIL, 2014).
As DTAs séo prevalentes no mundo, sendo responsaveis por grande impacto na
economia mundial (SILVA; BERGAMINI; OLIVEIRA, 2009).

De acordo com a Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo — SES/SP,
entre 1999 e 2008, foram notificados 2.712 surtos de DTAs, com 76.797 casos, no
estado, sendo que 51 % dos surtos estavam associados a alimentos manipulados ou
preparados (DDTHA, 2009). Em 2012, foram 155 surtos confirmados por critério
laboratorial e/ou clinico epidemiolégico com 6.191 casos e trés oObitos (DDTHA,
2014). Ressalta-se ainda que os numeros apresentados sejam menores dos que 0s
reais, devido a falta de diagndstico final confirmatério por parte dos servicos de
saude. Segundo De Buyser (2001), é dificil estimar a proporcdo de doencas
transmitidas por leite e derivados, devido as limitagdes dos sistemas de vigilancia.

Os principais microrganismos envolvidos em contaminacdes do leite e
derivados séo as bactérias (MENDES; SILVA; ABRANTES, 2009). Entretanto,
bolores e leveduras também apresentam participacdo, apesar de reduzida, como
contaminantes nestes alimentos e igualmente devem ser mensurados. Dessa forma,
a avaliacdo da presenca e das populacdes de alguns microrganismos especificos
torna-se fundamental vistos os potenciais perigos que tais podem acarretar a saude

humana quando ingeridos, destacando-se os Staphylococcus coagulase positivos,



Salmonella spp., Listeria monocytogenes, bolores, leveduras e enterobactérias, onde
esta incluido o grupo dos coliformes.

Os coliformes sdo bactérias Gram-negativas, nao esporuladas, que
fermentam a lactose, produzem &cido e gas quando incubados a 36°C por 24-48
horas (JAY, 2005; BRASIL, 2003; SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997). Dentro do
grupo dos coliformes totais, encontra-se um subgrupo denominado coliformes
termotolerantes. Bactérias de tal subgrupo sdo originarias do trato gastrointestinal de
humanos e de outros animais, além de representantes néo fecais que sao
destruidos através de tratamentos térmicos, como a pasteurizagdo. Assim, a
presenca deste grupo em alimentos processados é considerada uma indicagéo de
contaminacao pos-sanitizacdo ou pos-processo, evidenciando praticas de higiene e
sanitizacdo abaixo dos padrfes exigidos para o0 processamento de alimentos
(SILVA, JUNQUEIRA, SILVEIRA, 2001).

Do ponto de vista sanitario, os coliformes termotolerantes apresentam-se
como indicadores capazes de evidenciar uma maior probabilidade de que o alimento
tenha entrado em contato com material de origem fecal, caracterizados ainda pela
sua capacidade de fermentar a lactose com producéo de acido e gas a temperatura
de 45°C (JORDANO et al., 1995; BRASIL, 2003). Um dos géneros mais importantes
deste grupo € a Escherichia. Tal género é composto por seis espécies. E.
adecarboxulata, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris, E. blattae e E.coli, sendo a
Gltima a espécie de maior relevancia.

E. coli é wuma bactéria Gram-negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae (BRENER, 1984). Ela faz parte da microbiota entérica de
mamiferos e aves e € frequentemente isolada em alimentos, incluindo produtos
lacteos (NATARO; KAPER, 1998).

E. coli € um dos principais microrganismos isolados em casos de diarréia em
humanos e em diferentes espécies animais (NATARO; KAPER, 1998). Entretanto, a
maioria destas cepas sao comensais ndo patogénicas. De acordo com Francis
(2002), cepas toxigénicas de E. coli causam diarréia aguosa profusa e/ou lesbes
vasculares sistémicas devido a liberacdo de enterotoxinas como as toxinas termo-
estavel (Sta e Stb), termo-labil (LT) e Shiga toxina (Stx1 e Stx2).



Por tais motivos, a E. coli é rotineiramente utilizada para evidenciar
contaminacdo de origem fecal e, sendo assim, é desejavel a determinacdo de sua
ocorréncia em uma populacao de coliformes (JAY, 2005).

Ainda em relacdo as DTAs, outro género de grande destaque € o
Staphylococcus, o qual pertence a familia Micrococcaceae. Sao células esféricas
com 0,5 a 1,5 ym de diametro e se apresentam de forma individual, aos pares ou em
agrupamentos. Sao Gram positivas, imoveis, ndo esporuladas, aerobias ou
anaerObias facultativas e possuem metabolismo respiratério ou fermentativo
(GOMES, 2013). Sao subdivididas em 32 espécies e subespécies (DOYLE;
BEUCHAT; MONTVILLE, 2007). A capacidade de algumas dessas espécies de
produzir a enzima coagulase, as classificam em dois grupos: coagulase positivos e
coagulase negativos (GOMES, 2013). Dentre as espécies de Staphylococcus
coagulase positivos, 0 S. aureus é a mais comumente associada a casos e surtos de
intoxicacdo de origem alimentar, devido a capacidade de muitas de suas cepas
produzirem diversos tipos de enterotoxinas (OMOE et al., 2005). Outras espécies
coagulase positivos, como S. intermedius (BECKER et al., 2001) e S. hyicus
(ADESIYUN et al., 1984), também produzem enterotoxinas e podem estar
relacionadas e responsabilizadas por muitos dos surtos ocorridos. Tais enterotoxinas
sdo formadas durante a multiplicacdo de bactérias do género mencionado
(BREWER, 1991).

A intoxicacao estafilococica € a causa mais frequente de surtos de DTAs em
diversos paises. Surtos e casos de intoxicacdo alimentar atribuidos ao consumo de
produtos lacteos, principalmente derivados como 0s queijos, tém sido descritos
mundialmente (CARMO et al.,2002; INPPAZ/OPS/OMS, 2006). Outra caracteristica
importante € a termoestabilidade de suas toxinas, sendo capazes de resistirem a
tratamentos térmicos como a pasteurizacao e a ultrapasteurizacdo (BORGES et al,
2008). Sendo assim, mesmo gue 0s microrganismos sejam destruidos por possiveis
tratamentos térmicos utilizados no alimento, suas toxinas formadas previamente
permanecerao intactas e com potencial poder de desencadear uma intoxicacao de
origem alimentar.

Denomina-se gastrenterite estafilococica a inflamacéo do trato gastrointestinal

ocasionada pela ingestdo de enterotoxinas oriundas de bactérias do género



Staphylococcus. De acordo com a susceptibilidade do individuo e pela quantidade
de toxina ingerida pelo mesmo, o periodo de incubacéo varia de 30 minutos a 8
horas (CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002; ZOLI, NEGRETE; OLIVEIRA,
2002).

Ainda, salienta-se a importancia do S. aureus como causador de mastite
subclinica em vacas de leite (ZAFALON et al, 2007). Coerentemente, também é o
microrganismo mais isolado em leite cru (ZECCONI; HAHN, 2000).

De acordo com Melo (2008) e Santos (2009), o S. aureus possui a
capacidade de formar biofilmes em equipamentos de ordenha. Zafalon et al. (2008)
isolaram S. aureus em insufladores. Sendo assim, a presenca de Staphylococcus
nos alimentos é encarada como um indicador de deficiéncias higiénica e/ou
sanitarias no processo de obtencdo e manipulacdo do alimento (BORGES et al,
2008).

Em trabalho realizado com bovinos leiteiros no Estado de Nova lorque, EUA,
28,6% (75) das cepas de S. aureus isoladas do Ubere apresentavam capacidade de
secretarem uma ou mais toxinas (KENNY et al, 1993). Matsunaga, Kamata, Kikiichi
(1993), no entanto, encontraram 34,5% de cepas enterotoxigénicas. Girardini (2013)
cita que as infec¢des intramamarias causadas pelo S. aureus possuem papel
importante na Saude Publica, visto que, as toxinas excretadas por estes podem
permanecer estaveis nos produtos oferecidos ao consumidor. Sendo assim, a
possibilidade da presenca de cepas produtoras de enterotoxinas determina um risco
potencial a saude humana, associado ao consumo de leite e dos derivados deste,
COMO 0S queijos.

Diversos estudos relatam a ocorréncia de enterotoxinas estafilocococicas no
leite e nos produtos lacteos. Segundo Rosec et al. (1997), ao analisar queijos
elaborados com leite cru, foi observada a presenca de toxina do tipo C em 73,7%
das 61 amostras analisadas, numero considerado elevado pelo autor.

S. aureus €, com frequéncia, também encontrado na pele, boca e fossas
nasais dos seres humanos e, sendo assim, pode com facilidade alcancar os
alimentos e os contaminar (MURRAY; ROSENTHAL, 2000). Em estudo realizado no
municipio de Ribeirdo Preto, SP, foram avaliadas as maos, boca e fossas nasais de

67 manipuladores de alimentos, sendo que 41,8 % destes eram portadores de S.



aureus, uma taxa considerada alta pelos autores (VANZO; AZEVEDO, 2003). Em
trabalho semelhante realizado na cidade de Araraquara, SP, 44,1 % dos
manipuladores de alimentos submetidos a pesquisa apresentaram relevantes
populacdes de Staphylococcus aureus nas maos ou fossas nasais, o0 que indica um
perigo de contaminacdo aos alimentos por eles manipulados (RADDI; LEITE;
MENDONCA, 1988).

CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD (2002) afirma que a presenca deste
microrganismo € indicativa de condi¢cdes ndo satisfatorias de higiene em decorréncia
de inadequacbes, sejam elas na manipulacdo, limpeza ou sanitizacdo dos
equipamentos e utensilios.

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) colocam os manipuladores
como responsaveis diretos ou indiretos por 26% dos surtos de DTAs (FREITAS,
1995).

Outro género que merece atencdo quando o topico sdo DTAs e é de
fundamental importancia no ambito da sadde publica € o género Salmonella.
Microrganismos deste género pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo Gram-
negativos, se apresentam sob a forma de bacilos, ndo sao produtores de esporos, e
a maioria possui flagelo peritriquios, o que lhes da mobilidade (com excec¢édo a S.
pullorum e a S. gallinarum que ndo os possuem).

Bioquimicamente, séo classificadas sendo oxidase negativas e catalase
positivas, como todos os membros da familia a qual pertencem. Fermentam glicose
e reduzem o nitrato a nitrito. A temperatura 6tima para a multiplicacdo do género é
de 37°C, entretanto se multiplicam na faixa de 5°C a 45°C (VARNAM; EVANS, 1991).

De acordo com Popoff, Bockemuhl e Gheesling (2004), o género Salmonella é
subdividido em duas espécies: S. bongori e S. enterica, sendo que a Uultima é
subdividida em mais seis subespécies: S. enterica subespécie enterica, S. enterica
subespécie salamae, S. enterica subespécie arizonae, S. enterica subespécie
diarizonae, S. enterica subespécie houtenae e S. enterica subespécie indica, sendo
gue o ser humano parece ser susceptivel a todos elas.

Dentre as espécies citadas do género, sdo conhecidos ainda mais de 2500
sorotipos de Salmonella e estes sédo agrupados de acordo com antigenos somaticos

e flagelares, conforme modelo de Kauffman-White (EKDAHL et al, 2005).



10

Estudos epidemiolégicos realizados em diversos paises situam as salmonelas
dentre os agentes patogénicos mais frequentemente encontrados em surtos de
DTAs, tanto em paises desenvolvidos, como em desenvolvimento. Ainda, enfatizam
gue os produtos lacteos sdo importantes veiculos de transmissdo de Salmonella
spp. (AVILA; GALO, 1996).

Estima-se que 1,4 milhdes de casos de salmoneloses tenha ocorrido nos
Estados Unidos em 2012, sendo que apenas 40.000 foram confirmados por cultura
microbioldgica e, destes, 400 foram fatais (CDC, 2012).

Nos paises em desenvolvimento, as diarréias agudas causadas por agua ou
alimentos contaminados, constituem a principal sindrome das febres tiféide,
paratifoide e das salmoneloses, que sdo responsaveis por elevadas taxas de
mortalidade e morbidade infantil (AVILA; GALO, 1996). Normalmente, as
Salmonelas sdo encontradas no trato intestinal de animais domeésticos e selvagens,
especialmente aves e répteis, e tem como principais veiculos de disseminacao
alimentos e a agua (JAY, 1992). Ainda, a contaminacdo dos alimentos por essas
bactérias pode ocorrer devido ao controle inadequado de temperatura, manipulacéo
incorreta ou contaminacao cruzada (FORSYTHE, 2002).

Outro fato que pode evidenciar uma possivel producdo do produto sob
condicBes de higiene ndo satisfatorias é a presenca de bolores e leveduras em
niveis ndo adequados. Além disso, outros fatores contribuem para o aumento de
namero de microrganismos indesejaveis neste tipo de queijo. Seu processo de
maturacdo é realizado em camara com temperatura inferior a 18°C por longos
periodos de tempo. Com isso, pode ocorrer a multiplicagcdo de contaminantes na
superficie do produto, com predominio de bolores e leveduras (LANITA; SILVA,
2008). Tais microrganismos, quando presentes em queijos, sd0 0s principais
deteriorantes do produto (FEITOSA et al., 2003), o que ressalta a importancia do
controle destes.

O crescimento de bolores e leveduras nas superficies de queijos tipo
parmesao ndo é desejavel, ao contrario de outros queijos, como o Camembert e
Brie, nos quais algumas espécies de fungos participam do processo de maturacao
(TANIWAKI; SILVA, 2001). Esses, de forma indesejavel, podem causar mudancas

drasticas na composi¢cdo quimica, estrutura e aparéncia do produto, o que pode
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causar uma rejeicdo por parte do consumidor, ocasionando perdas financeiras
(LANITA; SILVA, 2008).

Acredita-se que tais fungos, em sua maioria, quando encontrados em queijos
duros, como o0 parmesdo, ndo sejam patogénicos, causando apenas alteracdes
guimicas e fisicas. Entretanto, ndo se pode descartar o risco a saude publica caso a
multiplicacdo seja exacerbada. Apesar de incomum, bolores da espécie Aspergillus
flavus, os quais produzem a aflatoxina B1, ja foram isolados em queijos (FURTADO,
2005).

Outro género de suma importancia em leite e derivados € a Listeria. Tal
género é composto pelas espécies L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri,
L.innocua, L.welshimeri e L. grayi (ROCOURT; BUCHRIESER, 2007), sendo a
Listeria monocytogenes a espécie de maior relevancia devido a patogenicidade ao
ser humano, a qual é causadora da enfermidade denominada listeriose. De acordo
com Bemrah et al (1999), esta € um dos mais comuns contaminantes em leite e
derivados.

Os queijos sdo os derivados lacteos mais comumente contaminados por L.
monocytogenes, principalmente os de alta e média umidade. A presenca dessa
bactéria nesses tipos de queijos é preocupante e torna-se um perigo a saude
publica, devido ao armazenamento por longos periodos sob refrigeracdo, o que
permite sua multiplicacdo e consequente exacerbacdo do numero de
microrganismos. Queijos macios maturados por fungos parecem oferecer boas
condicbes para o desenvolvimento da bactéria, possivelmente em funcdo do
aumento do pH durante a maturacdo. Ja queijos duros, como 0O parmesao,
apresentam pH acido e baixa atividade de agua e nao permitem a multiplicacao
de L. monocytogenes (RYSER; MARTH, 1991). Numa avaliacdo de risco de
transmissao de L. monocytogenes, os queijos duros foram classificados como os de
menor risco (UNITED STATES, 2003).

Além da contaminagdo dos alimentos pelos microrganismos mencionados
devido a falta de higiene dos profissionais responsaveis pela obtencdo e manuseio
do produto, outro aspecto de relevancia é a contaminacdo dos alimentos por
utensilios e equipamentos mal higienizados, que em contato com 0S Mesmos,

acabam por carrear grandes populagcdes de microrganismos, tornando-os, muitas
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vezes, inadequados para o consumo. De acordo com Abreu et al. (2010a),
equipamentos e utensilios com falhas na higienizacdo podem corresponder por até
16% dos surtos por DTAs, visto ainda que, muitas vezes, industrias e
estabelecimentos varejistas de alimentos possuem, muitas vezes, deficiéncia na
tematica de higienizacéo (SILVA, 2006).

De acordo com Silva Junior et al (2001), a higienizacdo pode ser definida
como o processo de remocao de sujidades, em um determinado periodo de tempo,
mediante a utilizacdo de produtos quimicos, acdes mecanicas ou térmicas que
possam auxiliar na remo¢ao de componentes do produto que estavam em contato
com o equipamento, evitando que possiveis contaminantes se multipliquem no
mesmo.

Diversos autores (ANDRADE; SILVA; BRABES, 2003; MONTEIRO; BRUNA,
2004) afirmam que equipamentos que tém contato direto com os alimentos, devem
passar constantemente por avaliacbes microbiologicas para controle da eficacia do
procedimento de sanitizacao, evitando-se a contaminacdo dos alimentos produzidos.

Diante de tal importancia, principalmente dos microrganismos citados e
visando obter uma higienizacdo adequada, criaram-se padrbes de avaliacdo do
produto quanto a tais possiveis contaminantes.

Parametros microbiologicos foram definidos pelo MAPA através da Portaria n®
357, de 4 de setembro de 1997, que aprovou o Regulamento Técnico para Fixacao
de Identidade e Qualidade de Queijo Ralado (BRASIL, 1997). Tal legislacdo define
valor maximo de 103 UFC.g™* para Staphylococcus coagulase positivo, de 103 UFC.g
! para coliformes a 30°C, de 5 x de 102 NMP.g* para coliformes a 45°C, auséncia de
Salmonella spp. em 25 gramas de amostra e para bolores e leveduras niveis
méaximos de 5 x 103 UFC.g™. Entretanto, salienta-se que tal legislacéo refere-se aos
limites de popula¢des a nivel industrial, visto que no comércio esses limites séo
regulamentados pela RDC n.°12. (BRASIL, 2001) que delimita, para queijos ralados
de baixa umidade, um limite maximo para coliformes a 45°C de 10° NMP.g™,
Staphylococcus coagulase positivo de 103 UFC.g™ e auséncia de Salmonella spp.
em 25¢g do produto.

De acordo com Mattar et al (2011), em pesquisa realizada com queijos

ralados industrialmente tipo parmeséo adquiridos no Estado de Minas Gerais, foram
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encontradas amostras contaminadas por Staphylococcus spp. (32,0 %), por
enterobactérias (36,0 %) e por fungos filamentosos (77,0 %). O alto nivel de
contaminacdo encontrado pelos autores citados indica que o queijo ralado
comercializado no Estado de Minas Gerais pode representar risco a saude de quem
0s consumir. Resultados semelhantes foram obtidos por Abreu et al. (2010b) em
estudo realizado também no Estado de Minas Gerais, em que 18% das amostras
analisadas apresentaram populacdes além da permitida pela legislacdo para
Staphylococcus coagulase positivos (102 UFC.g™). 32,0 % com populacdes acima de
103 UFC.g" para enterobactérias e 41 % com niveis considerados elevados para
bolores e leveduras (103 UFC.g™).

Oliveira et al. (2012), analisando amostras de queijo ralado adquiridas no
municipio de Juiz de Fora, MG, encontraram populacdes acima do permitido pela
legislacéo vigente para bolores e leveduras em 40,0 % das amostras e 15,0 % com
populacdes proximas aos limites estabelecidos demonstrando assim, possivelmente,
falta de higiene durante o processamento ou a utilizacdo de matérias primas
contaminadas. Nogueira, Mariotti e Bueno (2013), em estudo realizado no municipio
de Sdo José do Rio Preto, SP, constataram populacdes fora dos padrdes para
Staphylococcus coagulase positivos e Salmonella spp. em, respectivamente, 13,3 %
e 6,6 % das amostras de queijo parmesdo ralados analisadas e 13,3 % com
populacdes de bolores e leveduras consideradas elevadas pelo autor. Em pesquisa
semelhante ocorrida na cidade de Caxias do Sul, RS, Salvador et al (2001)
encontram 40,0 % das amostras com populacdes de Staphylococcus aureus
superiores a 1,0 x 10° UFC.g™" e 30,0 % com populacdes de bolores e leveduras
superiores a 5,0 x 10°UFC.g™%.

Entretanto, os autores Trombete, Fraga e Saldanha (2012), em pesquisa
executada no municipio do Rio de Janeiro, RJ, ndo encontraram Staphylococcus
coagulase positivos e Salmonella spp. nas amostras analisadas. Apenas uma delas
apresentou resultado microbioldgico insatisfatorio para bolores e leveduras, com
populacdo de 3,0 x 10° UFC.g™. Os resultados encontrados pelos autores citados
condizem com o encontrado por Pimentel et al (2002), onde 0S mesmos nhao
constataram populagdes de Staphylococcus coagulase positivos e Salmonella spp.

em gueijos parmesao ralados adquiridos no municipio de Belo Horizonte, MG.
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Diante das informacdes acima citadas, da pouca pesquisa relacionada as
caracteristicas microbioldgicas do queijo tipo parmeséo ralado e da importancia que
este possui na alimentacdo do brasileiro, por ser um produto de facil obtencao e

custo relativamente baixo, objetivou-se a realizacéo deste estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliacdo das caracteristicas higiénicas e sanitarias de queijos tipo parmesao
ralados de oito diferentes marcas comerciais, sendo quatro raladas
industrialmente e quatro raladas no ato ou momentos antes da venda,
adquiridas no comeércio varejista de Ribeirdo Preto, SP, tendo como parametro
a RDC n.°12 de 2 de janeiro de 2001 (ANVISA) e a Portaria n.° 357, de 4 de
setembro de 1997 (MAPA).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Enumerar microrganismos heterotroficos aerdébios ou facultativos e mesdofilos.
Quantificar Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivos e
Staphylococcus aureus.

Determinar o numero mais provavel de coliformes totais, coliformes
termotolerantes e Escherichia coli.

Quantificar bolores e leveduras

Pesquisar, Isolar e tipificar Salmonella spp.

Identificar, in vitro, os antimicrobianos mais eficazes contra as cepas de
Salmonella isoladas e tipificadas.

Comparar os métodos de ralagem (industrial e no ato da venda) quanto as

populacdes de microrganismos contaminantes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 PLANO AMOSTRAL

Foram adquiridas no comércio varejista de Ribeirdo Preto/SP, entre junho de
2013 e janeiro de 2014, 120 amostras de queijo ralado tipo parmeséao, sendo que 60
unidades oriundas de quatro marcas diferentes (marcas A, B, C e D), 15 amostras
de cada marca e de mesmo lote, todas elas raladas industrialmente. Outras 60
unidades, 15 de cada marca (denominados E, F, G e H) e raladas nho momento da
venda, foram adquiridas em quatro estabelecimentos varejistas. Tais
estabelecimentos adquirem o0 queijo parmesdo em grandes pecas e estas séo
raladas as vistas do consumidor ou momentos antes. Salienta-se que todas as
amostras possuiam selos de inspecdo estadual ou federal. As amostras foram
colhidas em sua embalagem original, quando raladas industrialmente, ou na
embalagem do supermercado quando raladas no momento da venda e levadas ao
Laboratorio de Anélise de Alimentos de Origem Animal e Agua, do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da Universidade Estadual
Paulista — Campus de Jaboticabal SP, onde foram realizadas as analises

microbioldgicas.

4.1.1 DESCRICAO DAS AMOSTRAS

As amostras raladas industrialmente sao comercializadas em embalagens
plasticas contendo 50 gramas do gueijo e ndo necessitam de refrigeracdo no ponto
de venda devido ao queijo ser constituido por massa seca e curada, o que dispensa
a conservacao pelo frio. Ja os queijos parmesdo que foram ralados nos comeércios
varejistas, foram armazenados em sacos plasticos que o0s proprios estabelecimentos

forneceram, refrigerados e retirados da embalagem somente para andlise.
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4.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Uma vez no laboratério as embalagens foram descontaminadas com etanol a
70% e abertas nas proximidades da chama do bico de Bunsen com o auxilio de
instrumental esterilizado. Apés a abertura das mesmas, o contetdo foi revolvido com
uma espatula esterilizada para uma completa mistura e homogeneizacéo.

Foram retirados 259 de queijo ralado de sua embalagem original e colocados
em frascos esterilizados, acrescidos de 225mL de agua peptonada tamponada a
0,1%. Foram homogeneizadas e posteriormente preparadas diluicdes até 10 para a
realizacédo das analises.

Para a determinacéo do nimero mais provavel (NMP) de coliformes totais.g™;
NMP de coliformes termotolerantes e de Escherichia coli por grama; contagem
padrdo de microrganismos heterotréficos aerébios ou facultativos, mesdfilos;
pesquisa de Salmonella spp., e ainda, contagem de Staphylococcus spp.,
Staphylococcus coagulase positivo e de Staphylococcus aureus a metodologia foi
baseada nas técnicas descritas em American Public Health Association (APHA,
2001).

4.2.1 DETERMINACAO DO NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP) DE COLIFORMES
TOTAIS POR GRAMA

4.2.1.1 TESTE PRESUNTIVO
A partir das diluicdes, foram inoculadas 1 mL, respectivamente, em trés tubos
de caldo lauril sulfato triptose com tubo de Durham invertido. Depois permaneceram

incubados a 35°C por 24 a 48 horas e foram considerados positivos apenas aqueles

gue revelaram multiplicacdo bacteriana e producéo de gas.

4.2.1.2 TESTE CONFIRMATORIO
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Dos tubos considerados positivos, no teste presuntivo, foram transferidos com
auxilio de uma alca de niquel-cromo, uma alcada da cultura para tubos
correspondentes contendo caldo lactose — verde brilhante — bile a 2% e tubo de
Durham invertido. A incubacéao se deu em temperatura de 35°C por 24 a 48 horas.
Foram considerados positivos o0s tubos que revelaram a presenca de
desenvolvimento bacteriano e producdo de gas. O resultado final foi obtido ao se
comparar 0os numeros de tubos positivos com os dados da tabela de Hoskins,
considerando sempre trés diluicdes consecutivas a partir da maior diluicdo com trés

tubos positivos.

4.2.2 DETERMINACAO DO NMP DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES E
Escherichia coli POR GRAMA

4.2.2.1 COLIFORMES TERMOTOLERANTES

Os tubos de caldo lauril sulfato triptose que foram considerados positivos no
teste presuntivo para coliformes totais, foram inoculados em tubos correspondentes
contendo caldo Escherichia coli (Caldo EC) e tubo de Durham invertido. A incubacéo
foi realizada em banho-maria a 45,5+0,2°C por 2412 horas e 0s tubos que
apresentaram multiplicacdo bacteriana e producdo de géas, foram considerados
positivos. O resultado final foi obtido ao se comparar os numeros de tubos positivos
com os dados da tabela de Hoskins, considerando sempre trés diluicdes

consecutivas a partir da maior diluicdo com trés tubos positivos.

4.2.2.2 Escherichia coli

A partir dos tubos contendo caldo EC que apresentaram resultados positivos
para coliformes termotolerantes, foram semeadas placas de agar eosina-azul de
metileno (EMB) que permaneceram incubadas a 35°C por 24 horas. Apds a
incubacao, trés a cinco coldnias caracteristicas (de cor negra, chata, seca e com
brilho metalico) foram isoladas de cada placa e inoculadas em &gar nutriente

inclinado.
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Apo6s incubacdo a 35°C por 24 horas, foram preparados esfregacos corados
pelo método de Gram, para verificar a morfologia bacteriana. Uma vez constatada a
presenca de bacilos Gram-negativo, em cultura pura, estes foram semeados em
meios para a identificacdo bioquimica através das provas do IMVIC: producédo de
indol (1), de Vermelho de Metila (VM), de Voges-Proskauer (VP) e de aproveitamento
de citrato (C)). Na realizacdo destas provas foi adotada a metodologia descrita por
Macfaddin (1976).

4.2.3 CONTAGEM PADRAO DE MICRORGANISMOS HETEROTROFICOS
AEROBIOS OU FACULTATIVOS E MESOFILOS

Nestas determinacdes, foi depositado 1 mL de cada diluicdo no fundo de
placas de Petri esterilizadas. Em seguida, foram adicionados cerca de 15mL de agar
padrdo para contagem fundido e resfriado a temperatura em torno de 45°C. Apos
homogeneizacao e solidificacdo do agar em temperatura ambiente, as placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas.

As contagens foram realizadas em contador de colbnias, segundo a técnica
padrao, preferencialmente em placas com 25 a 250 colénias. O numero de colénias
contadas na placa, multiplicado pelo fator de diluicdo correspondente, forneceu o

namero de microrganismos mesofilos por grama da amostra analisada.

4.2.4 CONTAGEM DE Staphylococcus spp., Staphylococcus COAGULASE
POSITIVOS E DE Staphylococcus aureus

Foram retirados 0,1 mL das diluicbes e depositados em placas contendo agar
Baird-Parker. Apds, o inoculo foi distribuido por toda a superficie do meio, utilizando
um bastdo de vidro em forma de “L” esterilizado. Em seguida, as placas foram
incubadas a 35°C por 24 a 48 horas. ApOs a incubacéo foram contadas, nas placas
contendo entre 20 a 200 colbnias, aquelas que por ventura se apresentavam negras,
brilhantes, com zona de precipitacdo ao redor e circundadas ou n&o por halo claro.

Na ocorréncia de colbnias com estas caracteristicas, cinco de cada amostra

foram semeadas em tubos contendo agar nutriente inclinado e incubadas a 35°C por
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24 horas. Foram preparados esfregacos corados pelo método de Gram e as culturas
gue se apresentavam em forma de cocos Gram-positivos e que se encontravam
agrupadas em forma de cachos de uva, foram submetidas a prova de catalase para
confirmar o género.

Em caso de confirmacao do género, foi realizada a prova de coagulase livre
com plasma de coelho citratado. O resultado final da contagem de Staphylococcus
coagulase positivo foi obtido com base no resultado da prova de coagulase livre
proporcionalmente a populacdo de Staphylococcus. Dentre as cepas coagulase
positivos foi confirmada a presenca de Staphylococcus aureus, por meio das provas
de fermentacdo do manitol em anaerobiose, e producao de acetoina (VP), de acordo

com metodologia descrita por MacFaddin (1976).

4.2.5 CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS

Para determinacao da populacdo de bolores e leveduras, 0,1 mL das diluicdes
10" e 10 foram inoculados em superficie de placas contendo &gar extrato malte,
suplementado com acido latico a 10%, até pH de 3,5. As placas permaneceram
incubadas por cinco dias a temperatura entre 22 e 25°C. ApG6s o0 periodo de
incubacado foram contadas, preferencialmente, as placas contendo entre 10 e 150
colénias. Obteve-se a populagcédo de bolores e leveduras multiplicando-se o nimero
de colénias pelo fator de diluicdo, o resultado foi multiplicado por dez para

considerar o volume de 0,1 mL inoculado.

4.2.6 PESQUISA DE Salmonella spp.

4.2.6.1 PRE-ENRIQUECIMENTO

Apbés o procedimento experimental citado no item 4.2, a mistura queijo

diluente restante deste foi transferida para um frasco de vidro esterilizado e mantida
por 24 horas a 37°C.
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4.2.6.2 ENRIQUECIMENTO SELETIVO

Ap6s a incubacdo, aliquotas de 2 mL da cultura pré-enriquecida foram
repassadas para tubos contendo 20 mL de caldo Selenito, acrescidos de solugéo de
novobiocina (0,004%) e 0,2 mL para tubos contendo 20 mL de caldo Rappaport-
Vassiliads também acrescido de solu¢do de novobiocina (0,004%), nos quais foram
incubados a 37°C por mais 24 horas.

4.2.6.3 PLAQUEAMENTO

Fazendo uso de al¢a de niquel-cromo, as culturas em enriquecimento seletivo
foram semeadas em placas contendo agar verde brilhante e agar de Mac Conkey,

as quais foram incubadas a 37°C por 24 horas.

4.2.6.4 IDENTIFICACAO PRESUNTIVA

Apdés 24 horas incubadas, as placas contendo agar verde brilhante e agar
Mac Conkey foram verificadas quanto a presenca de coldnias sugestivas do género
Salmonella. As colbnias bacterianas que exibissem crescimentos compativeis com o
género Salmonella, seriam transferidas para o agar triplice acucar Ferro (TSI)
inclinado e agar lisina ferro (LIA) inclinado, e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés o
periodo, as colbnias que apresentassem caracteristicas sugestivas do género
seriam semeadas em Agar Luaria Bertani (LB) e posteriormente incubadas a 37°C por
24 horas.

4.2.6.5 SOROLOGIA

Caso as col6nias bacterianas apresentassem crescimentos compativeis com
0 género Salmonella, estas seriam submetidas ao teste de aglutinagdo em lamina,
com a adi¢do de soros anti-antigenos somaticos “O” e anti-antigenos flagelares “H”

de Salmonella spp. As colénias que reagissem positivamente seriam transferidas
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para tubos contendo agar nutriente e posteriormente enviadas ao setor de
bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo/SP para tipagem.

4.2.7 SENSIBILIDADE A AGENTES ANTIMICROBIANOS

Os testes de sensibilidades aos antimicrobianos seriam realizados de acordo
com a técnica descrita por Kirby-Bauer (Bauer et al. 1966). As colonias bacterianas
seriam transferidas para 10 mL de caldo infusdo cérebro-coracéo (BHI) e incubadas
sob agitacdo a 37°C overnight. Apds a incubacéo, as culturas seriam centrifugadas
sob refrigeracéo e a turbidez do precipitado ajustada a 0,5 da escala de McFarland
(preparada pela adicdo de 0,5 ml de uma solucéo 0,048 M de cloreto de béario a 99,5
ml de &cido sulfarico a 1% (v/v)) em solucéo salina 0,85%.

A suspensdao bacteriana seria difundida na superficie de Agar Mueller-Hilton
(MH), com o auxilio de swab estéril, onde permaneceria em temperatura ambiente
por cerca de 15 minutos. Posteriormente seriam inseridos discos impregnados com
0S seguintes antimicrobianos: gentamicina (10mcg), netilmicina (30mcg),
carbenicilina (100mcg), cloranfenicol (30mcg), tetraciclina (30mcg), amicacina
(30mcg), cefalotina (30mcg), ampicilina (10mcg), tobramicina (10mcg), polimixina B
(300mcg), sulfazotrim (25mcg) e cefoxitina (30mcg), resguardando espaco de 2cm
do disco para a borda da placa e de 3cm entre os discos. As placas seriam

incubadas a 37°C por 24 horas.

4.2.7.1 LEITURA DAS PLACAS

A leitura e interpretacdo dos resultados seria realizada pela mensuracéo do
halo de inibicdo formado, utilizando régua milimetrada e seguindo critérios
especificos instituidos para cada agente antimicrobiano, estabelecido pelo National
Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (CLSI M100-S21, 2011),

classificando as estirpes em sensiveis, intermediarias ou resistentes.
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4.3 ANALISE ESTATITISCA

Para a analise estatistica das populacdes de Mesdfilos, Staphylococcus spp.,
Staphylococus coagulase positivos, Staphylococcus aureus e bolores e leveduras,
foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) afim de comparar 0s grupos
(THEODORSSON-NORHEIM, 1986). Quando da ocorréncia de diferencas
significativas, procedeu-se ao Teste post hoc de Comparac¢des Multiplas de Dunn a
fim de se verificar a dire¢do das diferencas.

Quanto as analises de coliformes totais, coliforme termotolerantes e
Escherichia coli, os resultados (presenca ou auséncia) foram analisados através da

aplicacdo do teste de Qui-quadrado ao nivel de 1 % de significancia (CDC, 2014).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 1 referem-se as contagens padrdo em
placas de microrganismos heterotréficos mesafilos em queijos tipo parmesao ralados
industrialmente (marcas A, B, C e D) e ralados no ato da venda (marcas E, F, G, e
H).

Observa-se que as populagdes do grupo ralado industrialmente variaram de
1,2 x 103 a 1,7 x 10° UFC.g" e as do grupo ralado no ato da venda de 1,2 x 10°a 1,2
x 10’ UFC.g™. Quando comparados estatisticamente, o os dois grupos diferiram entre
si (teste de Dunn, p<0,05).

Ressalta-se que a contagem de microrganismos heterotréficos mesofilos em
alimentos fornece informacdes sobre as caracteristicas higiénicas e sanitarias no
processamento e armazenamento do produto (VIDAL-MARTINS; ROSSI JUNIOR,;
REZENDE-LAGO, 2005) além de que altos niveis deste grupo podem sugerir uma
maior possibilidade de albergar microrganismos patogénicos ja que a maioria destes
pertence ao grupo de bactérias mesofilicas (CARVALHO, 1999).

Em trabalho realizado por Salvador et al (2001) na cidade de Caxias do Sul,
RS, foram avaliadas 10 amostras de queijo parmesdo ralado industrialmente,
supervisionadas pelo SIF. Os autores relataram variacdo de populacées de 2,6 x 102
a 8,6 x 10° UFC.g*. Portanto, o resultado obtido pelos autores reforca os
mencionados no presente estudo onde foram encontradas variagdes, para 0 grupo
ralado industrialmente, de 1,2 x 10%a 1,7 x 10° UFC.g™.

Apesar de n&do haver na legislacdo brasileira um limite estabelecido para
microrganismos heterotroficos mesoéfilos em queijos parmesdo ralados, alguns
autores relatam que alimentos com populacées acima de 10° UFC.g™* ndo devem ser
consumidos (ICMSF, 1981), pois podem ser responsaveis por desencadear doencas
de origem alimentar (JAY, 2005). Sendo assim, no grupo dos queijos ralados
industrialmente, 100,0 % das amostras estavam dentro da faixa aceitavel.
Entretanto, o grupo dos queijos ralados no ato da venda, observaram-se populagbes

superiores a 10° UFC.g™* em 88,3 % das amostras analisadas.
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Altas populacBes de bactérias mesofilicas podem sugerir contaminagédo da
matéria-prima e/ou condicbes de processamento inadequadas, aumentando a
possibilidade de contaminagdo por microrganismos patogénicos, que podem
ocasionar danos a saude do consumidor, além favorecer a deterioracdo do produto
(FRANCO; ALMEIDA, 1992).

O queijo parmesado ralado, quando produzido de forma que atenda aos
critérios higiénicos e sanitarios, possui algumas caracteristicas que podem ajudar a
minimizar possiveis multiplicagbes de bactérias mesofilicas. De acordo com
Salvador et al (2001) o fato deste produto conter uma maior quantidade de NaCl e
menor atividade de agua, ocasiona um efeito inibitério quanto a multiplicacdo de
microrganismos deste grupo.

Sendo assim, considerando que durante o processo fabril tenha sido utilizado
0S mesmos rigores higiénicos e sanitarios, tanto na producao do queijo parmesao de
forma ralada quanto na producdo do queijo parmeséao na forma de grandes pecas
(para os comércios varejistas ralarem) tal diferenca de populacdes entre os dois
grupos pode ser explicada, pelo menos em parte, pela possivel inadequacdo do
manuseio e limpeza nos pontos de ralagem nos supermercados.

Em relacdo as populacdes de microrganismos do género Staphylococcus,
houve variacdo de 1,2 x 10%a 1,8 x 10* UFC.g™* no queijos ralados industrialmente e
de 1,2 x 10°> a 8,7 x 10° UFC.g™ nos queijos ralados no ato da venda, conforme
Tabela 2. Quando comparados estatisticamente, 0os grupos apresentaram diferencas
(teste de Dunn, p<0,05), ou seja, 0s queijos parmesado ralados industrialmente
apresentaram resultados melhores do que os ralados pelos estabelecimentos
comerciais. Tal enumeracao é de fundamental importancia devido a capacidade de
mais de 20 espécies do género causaram diversas doencas nos seres humanos
(VARNAM; EVANS, 1991).

O resultado do presente estudo condiz com pesquisa realizada por Abreu et al
(2010b) no Estado de Minas Gerais, onde 0s autores encontraram populagdes altas
de bactérias do género Staphylococcus em 18,0 % das amostras analisadas.

Atualmente, ndo ha uma legislacdo que delimite o maximo de microrganismos
do género Staphylococcus para queijos parmesao no Brasil. Entretanto, a RDC n.°12

(BRASIL, 2001) estabelece limites para os Staphylococcus que sao produtores da
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enzima coagulase, o qual o Staphylococcus aureus € o principal exemplar.

De acordo com a RDC n.°12 (BRASIL, 2001), o limite méximo de
microrganismos do grupo Staphylococcus coagulase positivo, para amostras
indicativas de queijos de baixa ou média umidade é de 10°UFC.g™.

A contagem de microrganismos do género Staphylococcus que sao
produtores da enzima coagulase variou, no presente estudo, de < 10 a 5,1 x 10°
UFC.g™ quando ralados industrialmente e < 10 a 3,6 x 10° UFC.g™ nos queijos
ralados no ato da venda, conforme exposto na Tabela 3. O grupo dos queijos
ralados no ato da venda apresentaram amostras com as maiores populagdes. Das
60 amostras de queijo parmesao raladas no momento da comercializagéo, 88,3 %
apresentaram resultados superiores aos limites pré-estabelecidos pela legislacéo
pertinente, enquanto 16,6 % das raladas industrialmente estavam além desse.
Quando comparadas entre si, ou seja, dentro do proprio grupo ralado no ato da
venda, as amostras ndo apresentaram diferencas significativas (teste de Dunn,
p>0,05).

O grupo ralado industrial apresentou populacbes de microrganismos
superiores aos niveis maximos pré-estabelecidos pela RDC n.°12 (BRASIL, 2001)
em 16,6 % das amostras analisadas, sendo que a maior observada fora de 5,1 x 10°
UFC.g*. Também, quando comparadas dentro do grupo ralado industrialmente, ndo
foram observadas diferencas (teste de Dunn, p>0,05).

Quando comparados os dois grupos analisados, as marcas B e D (raladas
industrialmente) e E (raladas no ato da venda) ndo se diferenciaram estatisticamente
(teste de Dunn, p>0,05). Entretanto, de modo geral, as marcas raladas no ato da
venda apresentaram populacées maiores do que as raladas industrialmente.

Condizente com o presente estudo, Nogueira, Mariotti e Bueno (2013), na
cidade de S&o José do Rio Preto, SP, analisaram 15 amostras de queijos tipo
parmesao ralados industrialmente, sendo que 13,3 % destas apresentaram
populacdes de Staphylococcus coagulase positivos superiores a 10° UFC.g*,
estando assim em desacordo com a legislagéo brasileira.

Em estudo semelhante, Abreu et al (2010b) analisaram 24 amostras de
queijos parmeséao ralados industrialmente adquiridas no Estado de Minas Gerais. Em
18 % dessas amostras, fora obtida populacbes de Staphylococcus coagulase
positivos superiores aos permitidos pela legislacéao.

A origem da contaminacao de Staphylococcus coagulase positivos pode estar
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relacionada a baixa qualidade da matéria prima, na falta de higienizacdo de
equipamentos e utensilios e na falta de higiene pessoal (NOGUEIRA; MARIOTTI,
BUENO, 2013).

Comparando os resultados entre os dois grupos analisados (ralados
industrialmente e no ato da venda), evidencia-se um déficit no quesito limpeza de
equipamentos ou falta de higiene pessoal no grupo dos queijos que séo ralados
pelos estabelecimentos comerciais, visto que o queijo ralado pela industria e o queijo
gue é vendido em pecas grandes para ralagem, possivelmente advém de matérias
primas de qualidade semelhante pelo fato de serem inspecionadas por Orgaos
fiscalizadores.

Na Tabela 4, € mostrado o exponencial das populacbes de Staphylococcus
coagulase positivos para melhor visualizacdo das diferencas encontradas entre os

dois grupos analisados.

Tabela 4. Exponencial das populacdes de Staphylococcus coagulase positivos em
cada uma das marcas de queijos ralados tipo parmesdo coletadas em
estabelecimentos comerciais varejistas no municipio de Ribeirdo Preto,
SP, no ano de 2013

Ralados Industrialmente Ralados no Ato da Venda

Pop.

U§:C.Fg)'1) Marca A Marca B Marca C Marca D Marca E Marca F Marca G Marca H
(N° de (N° de (N° de (N° de (N° de (N°e de (N°e de (N°e de
amostras) amostras) amostras) amostras) amostras) amostras) amostras) amostras)

<10 10 (67%) 8 (53%) 15 (100%) 8 (53%) 3 (20%) 2 (13%) 2 (13%) 0

10" 0 0 0 0 0 0 0 0

10? 3 (20%) 2 (13%) 0 4 (27%) 0 0 0 0

10° 2 (13%) 5 (33%) 0 3 (20%) 0 0 0 0

10* 0 0 0 0 0 0 0 0

10° 0 0 0 0 8 (54%) 6 (40%) 7 (47%) 7 (47%)

10° 0 0 0 0 4 (27%) 7 (47%) 6 (40%) 8 (53%)
Total de 15 (100%) 15 (100%) 15 (100%) 15 (100%) 15(100%) 15(100%) 15(100%) 15 (100%)

Amostras

Dentre as espécies de Staphylococcus produtoras da enzima coagulase, uma
das mais recorrentes em surtos envolvendo alimentos é o S. aureus. Na Tabela 5
sdo mostradas as populagdes de S. aureus em cada uma das amostras analisadas.
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Tal bactéria apresentou populacdes no presente estudo variando de < 10
a 5,1 x 10°® UFC.g™ quando ralados industrialmente e de < 10 a 3,6 x 10° UFC.g™
guando raladas no momento da venda.

Os grupos ralados industrializados e no ato da venda apresentaram
populacdes superiores a 103 UFC.g™*, em 15,0 % e 86,6 % das amostras analisadas,
respectivamente. Quando analisadas estatisticamente, as médias dos rankings dos
grupos, todas as amostras dos queijos tipo parmesdo ralados industrialmente se
diferenciaram das amostras raladas pelos comércios (teste de Dunn, p<0,05). Sendo
assim, pode-se inferir que a qualidade microbiolégica das amostras analisadas,
guando comparada as populacdes de S. aureus, € significativamente inferior no
produto ralado no ato da venda, o que pode acarretar em um perigo a saude de
guem 0s consumir.

Os resultados obtidos por Salvador et al (2001) reafirmam o potencial risco a
saude publica, visto que 40,0 % das amostras de queijos tipo parmesao raladas
industrialmente analisadas pelo citado autor apresentaram populacdes de S. aureus
superiores 10° UFC.g™.

As populacdes de S. aureus encontradas em queijos parmeséao ralados pelos
comeércios podem ser provenientes da ma higienizacado dos equipamentos, tais como
raladores e outros, ou da higiene inadequada por parte dos funcionarios
responsaveis pela ralagem do mesmo, jA que esta bactéria esta presente em mais
de 50,0 % da populacdo humana (BERGDOLL; BENNETT, 1989). Apesar do
percentual alto de pessoas que albergam tal microrganismo, medidas devem ser
adotadas para que o mesmo nao atinja populacdes elevadas, como a correta
higienizacdo das méos e equipamentos, uso de luvas e toucas. Para queijos ralados
no ato da venda, espera-se uma maior manipulacdo do que em queijos previamente
ralados, o que pode ocasionar maiores chances de contaminacao.

Ainda, algumas caracteristicas fisicas e quimicas dos queijos tipo parmesao
podem auxiliar no aumento de populacdes de S. aureus. De acordo com Pimentel et
al. (2002), a atividade de a4gua (aw) do queijo ralado varia de 0,58 a 0,89. Essa baixa
aw favorece a multiplicagcdo de alguns microrganismos, dentre eles o S. aureus, que
pode se desenvolver em aw de até 0,86. Outro fator que pode auxiliar na
multiplicacdo deste microrganismo € a quantidade de bolores e leveduras presentes
nos queijos, evidenciadas da Tabela 6. Estes, quando presentes em populagcdes
elevadas, podem reduzir a quantidade de acido lactico, o que favorece o
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desenvolvimento de bactérias potencialmente patogénicas, como o proprio S. aureus
(BULLERMAN, 1980).

No grupo dos queijos ralados industrialmente houve variagcédo de < 10 a 4,0 x
10°UFC.g™ e no grupo dos ralados no ato da venda < 10a 1,8 x 10° UFC.g™.

Estatisticamente, quando comparadas todas as médias dos rankings das
populacdes, a marca F (ralada no ato da venda), ndo diferiu das marcas raladas
industrialmente. As demais amostras apresentaram meédias dos rankings que
diferiram significativamente entre si (teste de Dunn, p<0,05).

Quando comparadas as populacdes de bolores e leveduras, pode-se dizer
gue os queijos ralados industrialmente possuem melhor qualidade microbiolégica do
gue os ralados no ato da venda.

N&o ha um consenso nos resultados quando comparadas as populacdes de
bolores e leveduras encontradas em pesquisas semelhantes realizadas. No presente
trabalho foram encontradas populacdes superiores a 10° UFC.g* em 25,0 % das
amostras analisadas de queijos tipo parmeséao ralados industrialmente. Salvador et
al (2001), em trabalho realizado na cidade de Caxias do Sul, RS, encontrou
populacées superiores a 10° UFC.g™ em 60,0 % das amostras analisadas. Abreu et
al (2010b), por sua vez, analisando o mesmo tipo de produto no Estado de Minas
Gerais, encontrou 32,0 % de amostras com contagens maiores que 103 UFC.g™.

Enfatiza-se que populacdes elevadas de fungos podem indicar que o produto
possa estar em estado de deterioracdo, porém ainda nao visivel. Ressalta-se ainda
gue algumas espécies de fungos filamentosos sejam produtoras de micotoxinas, que
sdo substancias potencialmente carcinogénicas (FRAZIER; WESTHOFF, 1993), o
gue pode desencadear graves problemas.

Segundo Abreu et al (2010b), os principais microrganismos beneficiados pela
baixa atividade de agua (aw) séo os fungos filamentosos, o que pode explicar, em
parte, as altas populagdes encontradas. Ainda, a produgéo do alimento em baixas
condicdes higiénicas, processamento inadequado e matéria-prima de qualidade
inferior, pode propiciar a multiplicacdo desses microrganismos (MATTAR et al,
2011).

Entretanto, alguns fatores também possuem efeitos contrarios a multiplicacao

de bolores e leveduras. De acordo com Trombete, Fraga e Saldanha (2012), 100,0
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% das amostras analisadas por eles, indicaram a presenca de conservante acido
sérbico. O uso de sais do acido sorbico em queijos e derivados lacteos é
comumente realizado pelos fabricantes, ja que apresenta eficiente inibicdo de fungos
com consequente aumento na vida de prateleira do produto (THERON; LUES, 2007,
COMA, 2008, SALAVESSA, 2009). Todavia, apesar desse efeito inibitdrio
constatado pelos autores, as populacbes permaneceram altas nas amostras
analisadas, principalmente no grupo ralado no ato da venda, o que pode indicar uma
possivel contaminacdo devido a manipulacdo inadequada nos pontos de
comercializagao.

Nos queijos no ato da venda, verifica-se que 90,0 % das amostras
apresentaram resultados superiores a 10° UFC.g™. Ndo se pode dizer com exatiddo
gual a origem da alta contaminacdo encontrada, pois tais microrganismos podem ser
provenientes de diversas fontes como ja mencionado. Entretanto, medidas devem
ser elaboradas para que os queijos ralados no ato da venda tenham uma diminuicéo
na contaminacdo por estes microrganismos, visando uma melhor qualidade
microbiolégica e minimizando os riscos potenciais que estes podem trazer a saude
humana.

Os resultados relativos a populacdo de coliformes totais estdo presentes na
Tabela 7.

Tabela 7. Populacéo de coliformes totais (Pop. NMP.g™*) em cada uma das amostras
de queijo ralado tipo parmesdo coletadas em estabelecimentos
comerciais varejistas no municipio de Ribeirdo Preto, SP, no ano de 2013.

Ralados Industrialmente Ralados no Ato da Venda
NUmero
da
amostra Marca A Marca B Marca C Marca D Marca E Marca F Marca G Marca H
(NMP.g™®  (NMP.g™) (NMP.g™) (NMP.g™) (NMP.g™)  (NMP.gh)  (NMP.gh)  (NMP.g™)
1 <0,3x10 0,4 x 10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 7,0x10!
2 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 04x10" <0,3x10 <0,3x10
3 <0,3x10 0,4 x 10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 4,0x10" <0,3x10 <0,3x10
4 <0,3x10 0,4 x 10 <0,3x10 <0,3x10 5,0 x 10° 0,4 x 10 0,4x10" <0,3x10
5 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 40x10" <0,3x10 <0,3x10 1,5x10'
6 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4 x 10* <0,3x10 7,0x10" 40x10" <0,3x10
7 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 15x10" <0,3x10 <0,3x10
8 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 2,1 x 10° <0,3x10 <0,3x10 04x10' 70x10!
9 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4 x10'
10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4x10* <0,3x10 <0,3x10 4,0x10" <0,3x10
11 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,9x10'
12 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 9,0x10'
13 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 15x10' 4,0x10'
14 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 2,1x10°

15 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 4,0x10" <0,3x10 <0,3x10
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Quando analisados os dois grupos, ralados industrialmente e ralado no ato da
venda, as populacdes de coliformes totais variaram de < 3 a 5,0 x 10° NMP.g™. Das
60 amostras raladas industrialmente, 6 (10,0 %) continham coliformes totais. Com
relacdo as amostras raladas no ato da venda, 21 (35,0 %) continham tal grupo
bacteriano. Assim, quando comparadas as quantidades de amostras positivas e
negativas para a presenca do determinado grupo bacteriano através do teste de qui-
guadrado, constataram-se diferencas significativas (p<0,01). Portanto, pode-se
inferir que a probabilidade de ingestdo de coliformes totais ao consumir queijos
ralados no ato da venda é 99,0 % maior que a de consumir queijos ralados
industrialmente.

Em pesquisa realizada por Salvador et al (2001), os mesmos encontraram
populagbes variando de < 3 a 1,4 X 10? NMP.g*. Outros autores encontraram
resultados diferentes. Nogueira, Mariotti e Bueno (2013), encontraram em 6,6 % das
amostras analisadas, populacées variando de < 3 a 1,0 x 10° NMP.g ™%, o que ja pode
indicar um risco maior de albergar bactérias patogénicas.

As informacdes contidas na Tabela 8 referem-se as populacfes de coliformes

termotolerantes encontradas nas amostras analisadas.

Tabela 8. Populacdo de coliformes termotolerantes (NMP.g*') em cada uma das
amostras de queijo ralado tipo parmeséao coletadas em estabelecimentos
comerciais varejistas no municipio de Ribeirdo Preto, SP, no ano de

2013.
Ralados Industrialmente Ralados no Ato da Venda
Nimero

da
amostra Marca A Marca B Marca C Marca D Marca E Marca F Marca G Marca H
(NMP.gY  (NMP.g) (NMP.gh)  (NMP.g™h) (NMP.g™)  (NMP.g’)  (NMP.g™) (NMP.g™)
1 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4 x10
2 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
3 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4 x 10 <0,3x10 <0,3x10
4 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 4,0x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
5 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 4,0x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
6 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 1,5x10 1,5x10 <0,3x10
7 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
8 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 7,0x 10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
9 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 2,0x 10 <0,3x10
11 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
12 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
13 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4 x10 <0,3x10
14 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 1,5x 10

15 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 1,5x10 <0,3x10 <0,3x10
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Como observado nos dados apresentados, foram encontrados coliformes
termotolerantes em ambos o0s grupos. Nos queijos parmesao ralados
industrialmente, foi encontrado apenas uma amostra (1,6 %), da marca D, com
populacdo de 7,0 x 10" NMP.g™. J& no grupo dos ralados no ato da venda, dez
amostras (16,6 %), pelo menos duas de cada marca, apresentaram-se positivas
para tal grupo, o que pode indicar uma maior possibilidade de presenca de bactérias
patogénicas de origem fecal. Quando analisadas estatisticamente, o grupo ralado
industrialmente diferiu-se do ralado no ato da venda (teste de qui-quadrado, p<0,01),
0 que sugere uma probabilidade menor de ingestédo de coliformes termotolerantes
guando consumido queijos do primeiro grupo.

De acordo com a RDC n.°12 (BRASIL, 2001), o limite maximo, para amostras
indicativas, de coliformes termotolerantes em queijos parmeséo ralados é de 5 x 10°
NMP.g*. Assim, 100,0 % dos queijos analisados encontram-se de acordo com a
legislacéo estabelecida, ndo acarretando assim problemas em sua comercializacao.

Dentre as bactérias do grupo coliformes termotolerantes, uma das principais
representantes e que possui fundamental importancia no ambito da saude publica
devido a sua patogenicidade é a Escherichia coli. Os resultados exibidos na Tabela

9 referem-se as populagdes de E. coli encontradas nas amostras analisadas.

Tabela 9. Populacéo de E. coli (Pop. NMP.g™) em cada uma das amostras de queijo
ralado tipo parmesdo coletadas em estabelecimentos comerciais
varejistas no municipio de Ribeirdo Preto, SP, no ano de 2013.

Ralados Industrialmente Ralados no Ato da Venda
Nimero
da
amostra Marca A Marca B Marca C Marca D Marca E Marca F Marca G Marca H
(NMP.g®  (NMP.g) (NMP.gh)  (NMP.g™) (NMP.g™)  (NMP.gh)  (NMP.g?) (NMP.g™)
1 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4 x 10
2 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
3 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 04x10 <0,3x10 <0,3x10
4 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 23x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
5 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 23x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
6 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4x10 1,5x 10 <0,3x10
7 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
8 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 7,0x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
9 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 1,5x10 <0,3x10
11 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
12 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10
13 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4x10 <0,3x10
14 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 1,5x 10

15 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 <0,3x10 0,4 x10 <0,3x10 <0,3x10
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As populacées de E. coli variaram de < 3 a 7 x 10' NMP.g™, sendo que a
maior populacdo fora encontrada na marca D, ralada industrialmente, e Unica
positiva (1,6 %) no mencionado grupo. Nos queijos ralados ho momento da venda,
10 amostras (16,6 %) continham alguma populacdo da referida bactéria. Quando
submetidas a analise estatistica, denota-se diferencas significativas (teste de qui-
guadrado, p<0,01). Entretanto, apesar da bactéria ter sido encontrada em 9,1 % das
amostras raladas industrialmente e no ato da venda, as populacbes estdo em
patamares microbiologicamente aceitaveis. Resultados préximos foram obtidos por
Salvador et al (2001) que ndo encontraram amostras contendo tal bactéria.
Entretanto, Abreu et al (2010b) encontraram E. coli em 33,3 % das amostras taladas
industrialmente analisadas, sendo que duas dessas amostras continham populacdes
elevadas (3,5 x 10° e 6,2 x 10°NMP.g ™).

Uma das possiveis justificativas para populacdes reduzidas de E. coli nas
amostras analisadas € a baixa atividade de agua (aw) dos queijos ralados tipo
parmesdo. Sabe-se que as enterobactérias, grupo que a E. coli pertence,
necessitam de valores de atividade de agua superiores aos presentes neste tipo de
alimento (ABREU et al, 2010b).

Outro grupo bacteriano de ampla importancia no aspecto da saude publica
sdo as salmonelas. Entretanto, tal bactéria ndo foi encontrada em nenhuma das
amostras analisadas no presente estudo. Os resultados condizem com outros
estudos semelhantes. Salvador et al (2001) e Trombete, Fraga e Saldanha (2012)
também ndo encontraram microrganismos do género Salmonella. Em contra partida,
6,6 % das amostras de queijo parmesdo raladas industrialmente analisadas por
Nogueira, Mariotti e Bueno (2013) apresentaram resultados positivos para bactéria

do especificado género.
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6. CONCLUSOES

Em vista do grande consumo de queijo parmeséo ralado no Brasil, associada
a preocupacdo com a qualidade do referido produto e possiveis riscos de
contaminacao por agentes veiculadores de doencas de origem alimentar, enfatiza-se
a importancia do presente estudo, assim como as conclusdes que se seguem:

- Microrganismos heterotroficos mesofilos foram detectados em 100,0 % das
amostras. Apesar de ndo haver limites na legislacdo brasileira para tais, quando
comparados aos encontrados na literatura, todas as amostras raladas
industrialmente estavam dentro do aceitavel para o consumo humano enquanto 91,6
% das raladas no ato da venda estavam inapropriadas para ingestao;

- A presenca de Staphylococcus spp. foi constatada em 100,0 % das
amostras analisadas, das quais 16,6 % das amostras raladas industrialmente e 88,3
% das raladas no momento da venda apresentaram populacdes de Staphylococcus
coagulase positivos além dos limites permitidos pela legislacéo;

- Staphylococcus aureus foi detectado em 30,0 % e 86,6 % das amostras
raladas industrialmente e no momento da venda, respectivamente, sendo que 16,6
% no primeiro grupo e 86,6 % no segundo grupo estavam com populacdes acima
dos referidos da literatura.

- Para coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli, foram
encontradas, respectivamente, 22,5 %, 9,16 % e 9,16 % de amostras contaminadas.
Entretanto, todas estavam dentro dos patamares aceitaveis.

- Bolores e leveduras foram encontrados em 82,5 % das amostras analisadas,
das quais 21,6 % das raladas industrialmente e 90,0 % das raladas no ato da venda
estavam acima dos parametros adotados na literatura, pelo fato de ndo haver
legislacdo que limite a quantidade deste grupo de microrganismo no COmércio;

- Em nenhuma das amostras analisadas foi isolada Salmonella spp.

- Quando comparados estatisticamente os dois métodos de ralagem do queijo
parmesao (industrial ou no ato da venda), foram constatadas diferencas
significativas. No geral, o queijo ralado industrialmente apresenta menor quantidade
de contaminantes resultando em uma menor probabilidade de veiculacdo de

microrganismos patdgenos e deteriorantes que o0s queijos ralados no ato da venda.
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