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RESUMO

O queijo Colonial artesanal da regiao Sudoeste do Parana representa uma cultura,
que vem sendo repassada de geragdo para geragao, por isso, simboliza um
patrimdnio para as familias produtoras. Além disso, o queijo Colonial encontrado na
regiao normalmente é oriundo de uma produgdo com o uso de leite cru, tornando-se
um possivel meio de contaminagéo por microrganismos patogénicos e deteriorantes.
Por esse motivo, € possivel que por vezes, este queijo possua caracteristicas
indesejaveis, como também esta sujeito a expor ao risco a saude dos consumidores.
O objetivo desta pesquisa foi realizar o monitoramento da microbiota de amostras de
queijos Coloniais artesanais da regido, através de analises microbiolégicas para
quantificacdo de bactérias acido laticas (BAL’s) e de microrganismos patogénicos,
além de avaliar algumas caracteristicas fisico-quimicas destas amostras. Os
resultados mostraram que as amostras analisadas se apresentaram como sendo
queijos de média umidade. Nas analises microbiologicas, as amostras apresentaram
auséncia para Salmonella spp. e para a enterotoxina estafilococica. Nas analises de
quantificacdo de Staphylococcus coagulase positiva, coliformes totais e E. coli,
algumas amostras apresentaram contagens superiores ao limite estabelecido pela
legislagado vigente, e para a Listeria, todas as amostras apresentaram valores
inferiores ao estabelecido pela legislagdo. Conclui-se que 22% das amostras
analisadas estavam aptas para serem consumidas, indicando-se intensificar as boas
praticas de ordenha e de fabricacdo adotadas, em especial os cuidados com a higiene,
tanto no local de fabricagao, quanto dos colaboradores.

Palavras-chave: leite cru; seguranca dos alimentos; microrganismos patogénicos;

bactérias acido laticas.



ABSTRACT

The artisanal Colonial cheese from the Southwest region of Parana represents a
culture that has been passed on from generation to generation, therefore, it symbolizes
a heritage for the producing families. In addition, the Colonial cheese found in the
region usually comes from production using raw milk, making it a possible means of
contamination by pathogenic and deteriorating microorganisms. For this reason, it is
possible that sometimes this cheese has undesirable characteristics, as well as being
subject to risk to the health of consumers. The objective of this research was to monitor
the microbiota of samples of artisanal Colonial cheeses in the region, through
microbiological analyzes to quantify lactic acid bacteria (LABs) and pathogenic
microorganisms, in addition to evaluating some physicochemical characteristics of
these samples. The results showed that the analyzed samples were medium moisture
cheeses, with higher acidity and low pH. In the microbiological analyses, the samples
showed the absence of Salmonella spp. and staphylococcal enterotoxin. In the
quantification analyzes of Staphylococcus coagulase-positive, total coliforms, and E.
coli, some samples showed counts higher than the limit established by current
legislation, and for Listeria, all samples showed values lower than those established
by legislation. It was concluded that 22% of the analyzed samples were suitable for
consumption, indicating that good milking and manufacturing practices should be
intensified, in particular hygiene care, both at the manufacturing site and among
employees.

Keywords: raw milk; food safety; pathogens microorganisms; lactic acid bacteria.
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1 INTRODUGAO

O queijo Colonial produzido no Sudoeste do Parana é do tipo artesanal, sendo
um dos mais aceitos pelos consumidores da regido. Tem sua origem desde os tempos
passados, e com isso, representa uma parte da cultura regional. O queijo Colonial
representa um complemento de renda para os pequenos produtores, e também, uma
forma de acrescentar valor ao leite produzido (SILVA et al., 2015a). Sabe-se que os
queijos artesanais apresentam uma grande relevancia econémica, social e cultural,
pois as caracteristicas encontradas nos queijos devem-se ao local onde sao
fabricados (BEMFEITO et al., 2016).

O queijo é um produto muito popular na alimentagdo e a fabricagéo interna
nao consegue suprir a demanda desse produto. A busca por queijos artesanais tem
crescido, visto que, apresentam caracteristicas de sua regido, entretanto, deve-se
estar atento sobre o risco da ingestdo desses alimentos quando ndo observadas as
boas praticas de fabricacdao (PEREIRA, 2018).

Nos ultimos anos, a fabricagdo e o consumo de queijos cresceram no pais.
Varios fatores contribuem para o consumo deste alimento, visto que, é considerado
saudavel pela sua composicdo nutritiva, rico em proteinas de boa qualidade,
apropriado para todas as idades e considerado de baixo teor de gordura. Contudo,
esses produtos podem ser fontes de contaminagdo de microrganismos patogénicos,
quando elaborados, processados ou armazenados sem as praticas higiénico-
sanitarias adequadas (OLIVEIRA et al., 2021; PENNA; GIGANTE; TODOROQV, 2021).

O consumo de queijos produzidos em condi¢bes inapropriadas pode
ocasionar varios problemas de saude publica, pois possibilita a contaminagao por
microrganismos patogénicos, principalmente aqueles responsaveis por causar
toxinfecgbes, podendo causar varios problemas para os consumidores (SILVA;
FARIA; UENO, 2012).

Tradicionalmente, o0s queijos artesanais produzidos pelos pequenos
produtores, em geral, séo fabricados com leite que ndo passa por tratamento térmico,
ou seja, com leite cru (MEDEIROS et al., 2021). Assim, a microbiota do queijo esta
relacionada com os microrganismos que estdo naturalmente presentes no leite e nos
utensilios que entram em contato com a producdo, sendo responsaveis pelas

caracteristicas encontradas nos queijos. Entretanto, alguns desses microrganismos
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podem originar caracteristicas indesejaveis aos produtos (SILVA; FARIA; UENO,
2012).

O queijo apresenta uma grande diversidade microbiana, sendo possivel
ocorrer variagao desta microbiota ao longo do periodo de maturagdo do queijo, sob
influéncias da sua forma de produgao e das condigbes de maturacdo. Portanto, € de
suma importancia conhecer a microbiota dos queijos pois ela impacta de forma direta
na seguranga e qualidade do produto final (JONNALA et al., 2018).

Para que o queijo tenha qualidade, € necessario observar alguns fatores como
a umidade, a temperatura de producdo e maturacdo, a composicdo quimica do
coagulante, o grupo de culturas lacteas que faz parte do processo, bem como, o
material e a atmosfera que interagem com o queijo (CASTILHO et al., 2019).

Também, sabe-se que as bactérias laticas sdo de grande relevancia, pois,
quando presentes em queijos s&o desejaveis, visto que, essas bactérias oferecem
caracteristicas tipicas aos alimentos lacteos, como aroma, textura e também o sabor,
além disso, aumentam a vida util dos alimentos (LA ROSA-ALCARAZ et al., 2020).

Este estudo buscou verificar os parametros microbiolégicos em queijos
Coloniais artesanais da regido Sudoeste do Parana, a fim de identificar sua microbiota
latica e possiveis microrganismos patogénicos, que podem ocasionar tanto problemas

de saude ao consumidor, quanto afetar as caracteristicas sensoriais dos queijos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Monitorar a microbiota de queijos Coloniais artesanais da regido Sudoeste do

Parana.

2.2 Objetivos Especificos

° Realizar analise de umidade, pH e acidez destas amostras de queijos;

e Avaliar a possivel contaminagdo por Escherichia coli, Staphylococcus
coagulase positiva e Listeria spp. nas amostras de queijos;

e  Verificar possivel presenga de Salmonella spp. nas amostras de queijos;

e Avaliar possivel presenca de enterotoxina estafilococica nas amostras de
queijos;

° Realizar a contagem total das bactérias laticas presentes nas amostras de

queijos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Histérico do queijo

O queijo é considerado um dos alimentos mais antigos ja registrados na
histéria. A elaboracao dos queijos ja existia milhares de anos antes do nascimento de
Cristo (CAVALCANTE, 2004). Existem relatos de que o surgimento do queijo ocorreu
ha cerca de 8.000 anos, entre os rios Eufrates e Tigres, atual Iraque, juntamente com
a domesticacdo dos animais e plantas no periodo da revolugéo agricola (PAULA;
CARVALHO; FURTADO, 2009).

Outra versao contada pelos antigos gregos, é que foi Aristeu, filho de Cirene
e Apolo, e também rei da Arcadia, que descobriu o queijo. Porém, a versdo mais
relatada e uma das mais aceitas, € que o surgimento do queijo ocorreu através de um
némade arabe, que quando estava caminhando pelo deserto, havia carregado leite
em um recipiente construido de estdmago de carneiro seco, e também tdmaras secas,
para se alimentar. Quando foi tomar o leite, percebeu que havia ocorrido uma
mudanca, se tornando algo sélido, que se apresentou com um bom sabor (PERRY,
2004).

Entendido como ocorreu o desenvolvimento do queijo, ele estendeu-se pelo
Oriente Médio, pelas antigas civilizagdes, pois naquele periodo, o queijo era
considerado principalmente uma maneira de preservar o leite. Também, sabe-se que
para 0s povos egipcios, o leite e o queijo eram produtos de suma importancia para
sua alimentacao, assim como foram eles os primeiros a interessar-se pela criacao de
gado (CISLAGHI; BELLETTINI, 2019).

3.1.1 O queijo no Brasil

A fabricacao de queijo no Brasil ocorreu no inicio da metade do século XVIII,
com a chegada da colonizagédo de Portugal. Além disso, para o desenvolvimento da
producado de queijo no Brasil, foi de suma importancia a participacédo de imigrantes
dinamarqueses e holandeses. Sabe-se também, que o queijo Minas foi o primeiro
queijo a ser fabricado, e que sua produgao era bastante simples, ocorria em fazendas
nas margens a caminho do Rio de Janeiro, hoje em dia, ele é definido como queijo
“Minas Padrao” (CISLAGHI; BELLETTINI, 2019).
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Segundo Wilkinson, Cerdan e Dorigon (2017), metade da produgao nacional
dos queijos é gerada por Minas Gerais, sendo que, o desenvolvimento da agricultura
na regido ocorreu a partir da mineragao do ouro, ja em meados do século XVIII. Por
isso, 0 queijo tornou-se bem reconhecido e também considerado uma fonte essencial
de renda para os agricultores das encostas, e como uma excelente fonte de proteina.

Em meados do século XIX, com a chegada da imigracdo das familias de
agricultores europeus no Sul do Brasil, teve-se o surgimento de propriedades
agricolas diferentes e independentes, que foram divididas de formas iguais, chamadas
de “colénias”. Com isso, o sistema de producdo dominado pela criacdo de porcos,
possibilitou que as mulheres comegassem a produzir o queijo Colonial, para o
consumo proprio (WILKINSON; CERDAN; DORIGON, 2017). Durante os anos de
1940 a 1970, ocorreu uma intensa imigragdo impulsionando o movimento de
catarinenses e gauchos para o Parana, principalmente para a regido Sudoeste
(MONDARDO, 2011).

3.2 Queijo Colonial

O queijo Colonial encontrado no Sul do Brasil era fabricado com leite cru
pelos imigrantes europeus que vieram para a regiao, de forma artesanal. Entretanto,
sabe-se que hoje em dia esse queijo também é produzido em pequenos e médios
laticinios, onde s&o elaborados com leite pasteurizado (MATTIELLO et al., 2018).
Contudo, os queijos produzidos em laticinios ndo sao classificados como queijos
artesanais, visto que, normalmente para fabricagdo de queijos nas industrias, séo
realizadas a padronizacao e a pasteurizacao do leite, pois o leite é oriundo de varios
produtores (CISLAGHI; BADARO, 2021).

A fabricagdo do queijo Colonial concentra-se nas regides do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul e sua produgao é de grande relevancia e importancia
para a renda dos pequenos produtores da agricultura familiar. Entretanto, sabe-se
pouco sobre a sua fabricagdo no Brasil. Além disso, ndo ha legislagbes exclusivas
para o queijo Colonial, desta forma, o controle e sua avaliagao se tornam dificultosos
(TESSER, 2014).

O queijo Colonial da regido Sudoeste do Parana frequentemente é produzido
com leite cru, comercializado com pouco tempo de maturacio, e conhecido como um

produto artesanal. O queijo é fabricado de forma tradicional, preservando as tradicbes
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repassadas pelas antigas geragdes, elucidando a historia dessas familias, e
apresentando caracteristicas do ambiente onde sao elaborados (CISLAGHI;
BADARO, 2021). Além disso, os queijos artesanais representam um conhecimento
partiihado ao longo dos anos, podendo ser considerado um legado para as
comunidades que os fabricam (AMBROSINI et al., 2020).

Segundo a legislacdo brasileira, o queijo artesanal € definido como aquele
fabricado por métodos tradicionais, podendo ter um reconhecimento regional, cultural
ou territorial, de acordo com o protocolo de fabricacdo determinado por cada variedade
e tipo, com a utilizagdo de boas praticas agropecuarias e de fabricacédo (BRASIL,
2022a).

Além disso, o Decreto Federal n.° 11.099, de 21 de junho de 2022,
regulamenta sobre o preparo e comercializagdo de produtos de origem animal
fabricados de modo artesanal. Este mesmo Decreto, no § 1° do Art. 2°, menciona
sobre alimentos de origem animal que sado fabricados de modo artesanal, com
atributos e técnicas préprias, tradicionais, regionais, ou culturais, os quais podem
apresentar um unico selo com a denominagéo Arte (BRASIL, 2022a).

O queijo Colonial artesanal refere-se a um produto fabricado a partir de trés
ingredientes principais, o leite cru, o coalho e o sal (BENINCA, 2021). Com isso, o
queijo Colonial artesanal origina-se através da coagulagdo enzimatica que ocorre no
leite cru, por adicdo do coalho (CISLAGHI; BADARO, 2021). Apresenta cor amarela,
possui um formato redondo, com um razoavel sabor picante, sendo que sua
maturagao ocorre por um periodo de cerca de 30 dias. Além disso, na sua fabricagao
nao é feita a utilizagcao de corantes, e é classificado como um queijo de alta ou média
umidade, e também gordo ou semigordo (SEBRAE, 2008; CISLAGHI; BELLETTINI,
2019).

O queijo Colonial apresenta demanda pelo consumidor e tem grandes
chances nos mercados, no entanto, a sua qualidade microbiologica € fundamental
(STEINBACH; BURGARDT; CISLAGHI, 2019).

3.3 Microbiota dos queijos artesanais

Devido a fermentagdo dos queijos, a sua microbiota & formada por
microrganismos indesejaveis e desejaveis. Quando os microrganismos desejaveis

estao presentes, auxiliam na conservagao, nas propriedades sensoriais e também nas
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condigbes higiénico-sanitarias do produto (OLIVEIRA, 2013). Dentre os
microrganismos desejaveis, encontram-se as bactérias acido lacticas (BALs) que séo
consideradas de suma importancia para a qualidade dos queijos (BRITO, 2021).

Sabe-se que em produtos fermentados, os microrganismos desejaveis sao
importantes para contribuir com as propriedades sensoriais e reolégicas. Contudo, os
microrganismos que nao sao benéficos, com a possibilidade de estarem presentes no
alimento, podem ocasionar a deterioragao ou impactar na qualidade do alimento, bem
como, causar complicagbes de seguranga do alimento (FILIPPIS; PARENTE;
ERCOLINI, 2018). Com isso, denota-se que o0s microrganismos patogénicos
encontrados nos alimentos apresentam um grave risco para a saude publica, ainda
que nao tenha notificagdes de ocorréncia de surtos. Além disso, com o passar dos
anos, os queijos se tornaram produtos de estudo, pois sdo considerados potenciais
veiculadores das doengas transmitidas pelos alimentos (DTA’s) no Brasil e no mundo
todo (BENINCA, 2021).

Como o queijo Colonial & feito com leite cru, a sua microbiota é impactada
pelos microrganismos que estdo presentes no canal do teto, na pele dos animais, nas
técnicas de limpeza, no cuidador dos animais, bem como na microbiota dos
equipamentos de armazenagem (JONNALA et al., 2018). A variedade da microbiota
no leite cru é de fundamental importancia para o monitoramento da qualidade
sensorial dos queijos (BORGES, 2015).

Sabe-se que microrganismos deteriorantes, patogénicos e benéficos podem
estar presentes no leite ou no queijo artesanal, nas diversas etapas de fabricagcao
(FERREIRA, 2021). Os principais patdgenos que podem comprometer a seguranca
dos queijos sao Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia colie
Staphylococcus aureus (WILLIAMS; WITHERS, 2010).

Conforme a Instrucdo Normativa n°161, de 1 de julho de 2022, sobre os
padrdes microbiolégicos para os alimentos, os queijos devem apresentar-se dentro
dos limites estabelecidos para Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positiva e
Listeria monocytogenes, além de apresentar auséncia para Salmonella spp. e

enterotoxinas estafilocécicas (BRASIL, 2022b).
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3.3.1 Bactérias do acido latico (BAL)

As bactérias do acido latico podem ser classificadas como um conjunto de
bastonetes gram-positivos ou cocos, que nao formam esporos, catalase negativa, e
também, podem ser consideradas como microaerdfilas, anaerobicas facultativas ou
aerobicas (LIMA, 2019).

A partir da fermentagdo da lactose, as bactérias do acido latico (BAL’s)
ocasionam uma rapida acidez na matéria-prima por causa da producdo de acidos
organicos, sendo que o principal é o acido latico. Sdo formados também etanol,
componentes de aroma, acido aceético, exopolissacarideos, bacteriocinas e outras
enzimas importantes. Sabe-se que, esses compostos formados ocasionam um
aumento da vida util do produto, bem como, auxiliam nas caracteristicas sensoriais do
produto final (LEROY; VUYST, 2004; LA ROSA-ALCARAZ et al., 2020). Também
atuam como importantes conservantes dos alimentos, devido a formacdo das
bacteriocinas e outros elementos inibitorios. Essa caracteristica se torna interessante
pois, algumas bacteriocinas podem ocasionar a regulagdo dos microrganismos
presentes, melhorando a qualidade dos alimentos, como também, auxiliar no
desenvolvimento da bactéria do acido latico, fazendo com que impega o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos, e melhore a sua textura (LIU et al.,
2021).

No decorrer do processo e da maturagcao do queijo, tanto as bactérias do acido
latico n&o iniciais quanto as iniciais (starter), auxiliam nas caracteristicas do queijo de
leite cru, tais como, textura, sabor, aroma e acidez (ALBAYRAK; DURAN, 2021).

Em estudos como o de Resende et al. (2011), em que pesquisaram sobre o
queijo Minas artesanal, foram identificadas bactérias do acido latico, como L.
rhamnosus, Lactobacillus casei, L. plantarum, L. hilgardii, e L. paraplantarum.

Delamare et al. (2012), em sua pesquisa, constataram que as bactérias do
acido latico encontradas em queijo Serrano artesanal, foram Lactobacillus plantarum,
L. paracasei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. curvatus e L. fermentum.

Ja em queijo coalho artesanal, os géneros de bactérias do acido latico mais
identificados foram Bifidobacterium spp., Streptococcus spp., Leuconostoc spp.,
Enterococcus spp. e Lactobacillus spp. (SILVA, 2019b).

As bactérias do acido latico reconhecidas até o momento em queijos Coloniais

artesanais da regido Sudoeste do Parana, a partir de estudos de protebmica e
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moleculares, sao Lactococcus lactis, Lactococcus garvieae, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei, Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus durans,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Bacillus sonorensis, Bacillus pumilus e
Staphylococcus saprophyticus (CISLAGHI; BADARO, 2021).

3.3.2 Coliformes e Escherichia coli

Os coliformes estdo presentes na microbiota do trato intestinal do homem e
também dos animais. Alguns dos coliformes est&o presentes como habitantes normais
no ambiente, por exemplo, no solo, vegetacdo e agua. Os coliformes totais sao
definidos como bacilos gram-negativos, oxidase-negativos, ndo esporogénicos, além
de serem anaerdbios facultativos e aerdbios. Realizam a fermentacdo da lactose,
formando gases a 35 + 0,5 °C no periodo de 24 a 48 horas (CONTE et al., 2004). A
presenca dos coliformes totais nos alimentos da uma indicagdo das condi¢des de
higiene durante o processo (ANTUNES et al., 2016).

Os coliformes termotolerantes, quando presentes em alimentos, indicam que
pode ter ocorrido uma contaminagdo com algum material de origem fecal. Os
coliformes termotolerantes pertencem ao grupo dos coliformes totais, apresentam
capacidade de utilizar a lactose e em consequéncia gerar gas e acido, tendo a
temperatura 6tima de 45 °C. No entanto, é interessante realizar a verificagdo de
presenga de E. coli, pois € o melhor indicador de contaminagcdo de origem fecal
(CARVALHO, 2018).

A E. coli faz parte do género Escherichia, da familia Enterobacteriaceae, e
também, representa a espécie mais pesquisada de forma global, por causa da sua
grande relevancia para a saude publica, e também por ocasionar doengas entéricas
(DRUMOND et al., 2018). Alguns sorotipos de E. coli sao causadores de
gastroenterites, sendo que o principal sintoma é a diarreia (CORDEIRO; LEITE;
DEZOTTI, 2004). Além disso, essa bactéria é capaz de causar outras doengas como
meningite, infec¢gdes do trato urinario e septicemia (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004).

A Escherichia coli é utilizada como um indicativo de contaminagao fecal e
também de falhas no processo de fabricagdo e de higienizagédo, sendo considerada
uma bactéria exclusivamente de origem fecal (METZ; SHEEHAN; FENG, 2020). A

E.coli apresenta cepas que podem desencadear varias doengas, e sdo consideradas
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como comensais nao patogénicos. Além disso, para diferenciar as cepas que originam
problemas intestinais, elas sao classificadas como E. coli patogénica intestinal (IPEC),
enquanto que as cepas que podem ocasionar infecgdes extraintestinais sao definidas
como E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) (LINDSTEDT et al., 2018).

Conforme Pinto et al. (2016), em estudo realizado com 18 amostras de queijo
artesanal produzido na Microrregidao de Montes Claros-MG, apenas uma apresentou
um valor dentro do permitido pela legislagdo para E.coli, e para coliformes a 30°C
todas as amostras de queijo analisadas apresentaram contagens acima do permitido
pela legislagdo. Lima e Leal (2017), em seu estudo com queijos artesanais
comercializados em Castro-PR, constataram que 80% das amostras analisadas
encontraram-se acima do limite permitido pela legislagao para E.coli.

Segundo Tavares et al. (2019), que analisaram queijo Colonial artesanal no
Rio Grande do Sul, das 30 amostras analisadas, 43,33% apresentaram valor de E.coli
acima do estabelecido pela legislagao.

De acordo com Sousa et al. (2020), em pesquisa realizada com queijo
artesanal em uma cidade no interior de Paraiba, constatou-se que das 7 amostras de
queijo coalho artesanal analisadas, 6 apresentaram contaminagao por E.coli acima do
permitido pela legislagao.

Entretanto, de acordo com Erhardt et al. (2022), em estudo realizado com
queijos artesanais elaborados com leite cru no Vale do Taquari-RS, verificou-se que
0s queijos analisados em 5 propriedades rurais, para E.coli, estavam todos dentro do
limite estabelecido na legislacao.

Os coliformes fecais representam um grupo de microrganismos que tem seu
habitat no trato intestinal do homem e de animais, com isso, a sua presenga nos
alimentos confirma o contato direto do alimento com fezes, portanto ocasiona um
perigo a saude dos consumidores, pois esse microrganismo € um patégeno (SALOTTI
et al., 2006). Além disso, uma quantidade elevada de coliformes em queijos revela um

defeito na qualidade do processo de produgéo do queijo (LAUTERT, 2009).

3.3.3 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus apresenta aproximadamente 30 espécies, divididas
em duas classes, sendo coagulase negativa e positiva (MARQUES; MARTINS;

CUNHA NETO, 2006). Com isso, pode-se relacionar as categorias do género
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Staphylococcus nessas duas classes, conforme a sua habilidade de sintetizar a
enzima coagulase. Dessa forma, a classe do Staphylococcus coagulase positiva
apresenta 8 espécies, sendo S. aureus, S. intermedius, S. delphini, S. hyicus, S.
agnetis, S. pseudointermedius, S. lutrae e S. schleiferi subsp. coagulans. Enquanto
na outra classe denominada de Staphylococcus coagulase negativa, classificam-se
todas as outras espécies que nzo solidificam o plasma (SILVA JUNIOR, 2017).

A bactéria Staphylococcus aureus apresenta-se esférica, pertencente ao
grupo de cocos Gram-positivos, imével e ndo esporulada, aparece em pares, com
cadeias pequenas ou em cachos parecidos com uva. Os Staphylococcus estéo
presentes em todos os lugares, como no meio ambiente, podendo serem vistos no
esgoto, na agua, na poeira, no ar, em espagos ambientais, bem como, em animais e
humanos (SANTOS et al., 2007; HENNEKINNE; BUYSER; DRAGACCI, 2012). Pode-
se destacar que Staphylococcus aureus representa um dos agentes biolégicos com
capacidade de contaminar os alimentos (ANDRADE JUNIOR et al., 2019).

Além disso, algumas cepas de Staphylococcus aureus podem causar
intoxicagcbes estafilococicas, sendo consideradas de grande relevancia para a
medicina humana e veterinaria, pois, essa bactéria € encontrada na pele e nas
mucosas de humanos, sendo os principais habitantes ou colonizadores passageiros
(PANTOSTI, 2012). As intoxicagbes alimentares ocasionadas por Staphylococcus
aureus ocorrem a partir da formacgao de toxina no produto alimenticio, e é considerada
uma das bactérias com grande capacidade de provocar doengas de origem alimentar
(TIGRE; BORELLY, 2011). Essa intoxicagao ocorre a partir do consumo de alimentos
com as enterotoxinas pré-formadas, que podem seguir viaveis ou nao (PRADO et al.,
2015).

As enterotoxinas estafilocécicas (SEs) sdo desenvolvidas nos alimentos pelas
cepas enterotoxigénicas de estafilococos, especialmente as Staphylococcus
coagulase positiva (CPS) e eventualmente Staphylococcus coagulase negativa (CNS)
(HENNEKINNE; BUYSER; DRAGACCI, 2012).

O Staphylococcus aureus pode ser encontrado no leite cru. E um
microrganismo bastante comum e predominante, visto que, pode causar mastite no
mundo inteiro, sendo passivel de desenvolver uma enorme diversidade de
exoproteinas, que s&o responsaveis pelas doencgas transmitidas por alimentos
(CARVALHO et al., 2018; LUCHEIS, 2012). Além disso, produtos lacteos e os
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Staphylococcus apresentam-se associados a casos de surtos de intoxicagao alimentar
no mundo inteiro (CRETENET; EVEN; LOIR, 2011).

Essa bactéria pode estar associada ao ndo uso de luvas no decorrer do
processo de manuseio com os alimentos, como também, a existéncia de lesdes
cutaneas que podem contribuir para a contaminagdo dos produtos alimenticios
(ANDRADE JUNIOR et al., 2019).

E considerada como um significativo parametro de higiene pessoal e de
qualidade dos alimentos, visto que, por estar onipresente nos locais, apresenta um
potencial de entrar em contato com os alimentos através dos manipuladores
(BOTELHO, 2017). E além do contato com os manipuladores, a bactéria pode estar
presente nos alimentos a partir de outros fatores, como, fatores intrinsecos, ligados
ao alimento, e os extrinsecos, referentes a temperatura, formacao de gas, e a umidade
onde encontra-se o alimento (ANDRADE JUNIOR et al., 2019).

Em seres humanos, esta bactéria vem sendo associada a varias doencas,
como endocardite, pneumonia, meningite, sindrome do choque toxico, entre outras
(SANTOS et al., 2007). De acordo com Silva et al. (2015b), em muitas regides
brasileiras, o queijo, independente do seu tipo, apresenta-se como um dos alimentos
com a maior ocorréncia de S. aureus.

Segundo Scher et al. (2018), em pesquisa realizada com queijos do tipo Minas
frescal, das 15 amostras analisadas, 53,33% apresentaram contagem de
Staphylococcus coagulase positiva acima do permitido pela legislagao.

Conforme Santiago (2019), em estudo realizado com queijo Minas artesanal,
das 25 amostras analisadas, 84% apresentaram resultados de Staphylococcus
coagulase positiva acima do permitido pela legislagao.

De acordo com Oliveira et al. (2019), em pesquisa com queijo tipo coalho,
evidenciou-se que das 36 amostras de queijos analisadas, 64,9% apresentaram
contagem de Staphylococcus coagulase positiva acima do estabelecido pela

legislagao.

3.3.4 Salmonella spp.

O género Salmonella faz parte da familia Enterobacteriaceae, sendo
representados por bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos, e também

sdo considerados anaerodbicos facultativos, tem capacidade de reduzir o nitrito e
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nitrato, catalase positivo e oxidase negativo (CRISPIM; OLIVEIRA, 2014). A
Salmonella é uma bactéria que esta presente nos locais de produgao animal, capaz
de causar uma disseminagao mundial, com isso, constituem um problema em relagao
as condic¢des sanitarias (ZERO; RODRIGUES, 2017).

A salmonelose € uma doenga ocasionada pelas bactérias do género
Salmonella spp., sendo identificada como uma das mais importantes responsaveis por
infecgbes de origem alimentar. Tornou-se um microrganismo bastante propagado na
natureza, visto que, os seus reservatorios naturais sdo os animais e 0 ambiente
(MOURA et al., 2007). A salmonelose em seres humanos pode ocorrer quando 0s
alimentos sao manipulados de maneira que possa propiciar o desenvolvimento da
Salmonella, ou quando esta ja esta presente em quantidade suficiente no alimento
(JARVIS et al., 2016).

As infecgbes causadas pela Salmonella diversificam de acordo com o sorotipo
envolvido e da condicdo de saude do hospedeiro humano. Sabe-se, portanto, que
pessoas mais saudaveis tendem a ter menos chances de ocorrer uma infecgao por
Salmonella do que criangas, idosos e os imunossuprimidos (ENG et al., 2015).

Os sintomas associados com a gastroenterite causada pela Salmonella sao
febre, colicas abdominais, dor muscular, dor de cabeca, diarreia e vOmitos, que
acontecem logo apds a ingestédo do alimento contaminado (HUNG et al., 2017).

Estudos como o de Rezende et al. (2010), em que analisaram queijo Minas
artesanal comercializados em feira livre, constataram para Salmonella spp. auséncia
em todas as amostras. Também, de acordo com Pereira et al. (2017b) que avaliaram
queijos de coalho artesanais elaborados em Sao Rafael, observaram para Salmonella
sSpp. auséncia para todas as amostras.

Conforme Andretta et al. (2019), que analisaram em seu estudo, queijo
artesanal do Serro observaram para todas as amostras auséncia de Salmonella spp.
Também, de acordo com Bastistella et al. (2019), em pesquisa realizada com queijos
artesanais do tipo Minas Frescal, observaram auséncia de Salmonella spp. em 100 %
das amostras. Segundo Balsan et al. (2021) em estudo realizado com queijos
artesanais da regido de Seara-SC, elaborados com leite cru, constataram que 100%

das amostras analisadas estavam ausentes para Salmonella spp.
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Por outro lado, Sousa et al. (2020) em pesquisa realizada com queijo
artesanal, em uma cidade no interior de Paraiba, constataram que das 7 amostras de
queijos coalho artesanais analisadas, 5 apresentaram presenga de Salmonella spp.

A Salmonella permanece sendo uma das mais importantes causas da doenca
diarreica aguda, sendo que, a principal origem é a comida (POPA; PAPA, 2021). Com
isso, os queijos e leite com contaminagdo tém sido evidenciados como veiculadores
de Salmonella spp. (BORGES; ANDRADE; MACHADO, 2010).

3.3.5 Listeria spp.

A Listeria spp. € uma bactéria patogénica e € largamente propagada na
natureza, sendo isolada em uma enorme variedade de lugares, além de ser
transmitida ao homem, em especial pelos alimentos. Além disso, das oito espécies, o
género patogénico para o homem € a L. monocytogenes, que ocasiona a listeriose,
uma infecgdo alimentar grave, com uma grande taxa de mortalidade (SIQUEIRA,
2013). Sabe-se que a listeriose afeta principalmente idosos, gestantes, recém-
nascidos e as pessoas imunodeprimidas. Ja em individuos sadios, as informagdes
mais atualizadas € que estes tem apresentado casos de gastrenterite (BORGES et
al., 2009).

A Listeria monocytogenes € uma bactéria patogénica que pode continuar nas
plantas de produgdo de alimentos por um longo periodo, ainda que com métodos
higiénicos apropriados, tem a capacidade de contaminar os alimentos prontos para a
comercializacdo, também, apresenta uma habilidade de desenvolver biofiimes em
ambientes abidticos, colaborando assim para a sua preservagao ambiental (REIS-
TEIXEIRA; ALVES; MARTINIS, 2017).

Em leite e derivados lacteos, principalmente queijos frescais, sao
evidenciados surtos e ocorréncias de listeriose em diversos paises nos ultimos 30
anos. Os queijos contaminados com L. monocytogenes estao correlacionados ao leite
utilizado no seu processamento, podendo ser leite cru ou pasteurizado de forma
inadequada, bem como ao local de produgao (BORGES et al., 2009).

Conforme Balsan et al. (2021) em estudo realizado com queijos artesanais da
regiao de Seara-SC, elaborados com leite cru, constataram que 100% das amostras

analisadas estavam ausentes para Listeria monocytogenes.
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De acordo com Schug, Gandra e Gandra (2022), em pesquisa realizada com
queijos Coloniais comercializados em feiras livres em Pelotas-RS, verificaram que das
40 amostras de queijos analisadas, 5% apresentaram presenga de Listeria
monocytogenes.

A Listeria monocytogenes € representada como sendo um dos agentes
responsaveis por doengas propagadas por alimentos de forma global, ocasionando

uma grande taxa de hospitalizagdo e também de mortalidade (SHAMLOO et al., 2019).

3.3.6 Estudos sobre a microbiota de queijo Colonial

Silva et al. (2015a) analisaram queijos Coloniais com e sem inspeg¢ao federal,
estadual e municipal comercializados na regido Sudoeste do Parana, e como
resultado, observaram que para Staphylococcus coagulase positiva, as amostras
apresentaram valores inferiores ao estabelecido pela legislagédo, sendo consideradas
aptas para o consumo. Para Salmonella spp. foi observada auséncia em todas as
amostras, e nas contagens de coliformes termotolerantes os autores encontraram
duas amostras em desacordo com a legislagdo, sendo que ambas eram de inspegéo
municipal.

Casaril et al. (2017) analisaram 10 amostras de queijos do tipo Colonial, na
regido Sudoeste do Parana, comercializados em supermercados e em feiras livres.
Conforme os resultados, 50% das amostras de queijos analisadas estavam improprias
para o consumo, visto que, apresentaram contagem de coliformes termotolerantes
superiores a 1.100 NMP/g; 40% das amostras apresentaram-se positivas para E. coli
e 10% das amostras tiveram contaminag¢ao por Salmonella spp.

Conforme Steinbach (2017) em pesquisa realizada com queijos Coloniais da
Microrregido de Francisco Beltrdo, em que foram coletadas amostras de 5
estabelecimentos, obteve como resultado para Salmonella spp. auséncia em 100%
das amostras, para Staphylococcus coagulase positiva todas as amostras estavam
dentro do limite estabelecido na legislagcao, contudo, para coliformes termotolerantes,
das 15 amostras analisadas, 9 amostras apresentaram-se acima do limite permitido
pela legislacao.

Ressutte et al. (2018) analisaram queijos Coloniais elaborados com leite cru
e com leite pasteurizado, nos periodos de 0, 15 e 30 dias de maturagao. De acordo

com os resultados encontrados, os queijos pasteurizados apresentaram auséncia
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para E.coli, Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella spp., enquanto para
coliformes totais, apenas o queijo do tempo 0 de maturagéo apresentou-se abaixo do
limite estabelecido pela legislagdo. Os queijos com leite cru apresentaram auséncia
para Salmonella spp. e todas as amostras apresentaram contaminagao por E.coli. Ja
para Staphylococcus coagulase positiva, apenas a amostra com 15 dias de maturagao
apresentou contaminagéo.

De acordo com Ruschel et al. (2019), em pesquisa realizada com queijos
Coloniais da regiao Sudoeste do Parana, constatou-se, para coliformes a 45°C, das 6
amostras analisadas, apenas uma encontrou-se dentro do limite estabelecido pela
legislag&o. Para Staphylococcus coagulase positiva todas as amostras apresentaram
contagens acima do valor estabelecido pela legislacdo e auséncia em 100% das
amostras para Salmonella spp. e Listeria sp.

Moreira et al. (2020) analisaram a microbiota de queijo Colonial artesanal, em
diferentes condi¢des de maturagao. Obtiveram como resultados, para Salmonella spp.
e Listeria sp., 100% das amostras apresentaram auséncia, enquanto para
Staphylococcus coagulase positiva foram verificadas contagens elevadas durante os
periodos de maturagdo, sendo que somente para uma amostra essa contagem
diminuiu, na ultima semana de maturacdo. Para os coliformes termotolerantes, as
amostras de queijo apresentaram valores elevados, e em alguns casos no periodo de
maturagdo houve redugdo, com isso, encontraram-se dentro dos padrbes
estabelecidos pela legislagao.

Beninca (2021), em seu estudo com queijos Coloniais artesanais, analisou 6
queijos com 3 a 10 dias de maturagdo. Como resultado, constatou que para
Staphylococcus aureus, 100% das amostras apresentaram contagens superiores ao
valor permitido pela legislacéo, e para os coliformes totais, a quantidade encontrada
variou entre 2,8 x 102 a 1,9 x 10® UFC/g, uma quantidade bem elevada, e para
coliformes fecais, trés amostras apresentaram um valor superior ao estabelecido na
legislagao.

Conforme Moratelli (2021), em pesquisa realizada com queijos artesanais
produzidos e comercializados informalmente em Concérdia-SC, verificou-se que para
os parametros analisados, a Salmonella spp. apresentou-se ausente em 100% das
amostras analisadas, enquanto para Staphylococcus coagulase positiva, das 25

amostras analisadas, 11 amostras evidenciaram contagens acima do permitido pela
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legislacdo. Para coliformes termotolerantes, 96% das amostras analisadas
apresentaram valor superior ao permitido pela legislagao.

Paim e Baratto (2021) avaliaram a qualidade microbiolégica de queijos
Coloniais comercializados em feira livre na Regido de Fraiburgo-SC. Conforme os
resultados encontrados, 38,89% das amostras apresentaram-se em né&o
conformidade com algum dos padrdes estabelecidos pela legislagdo, sendo que,
27,78% das amostras apresentaram valores de E. coli superiores aos parametros
exigidos pela legislagéo, para o Staphylococcus coagulase positiva 33,3% das
amostras apresentou contagens superiores, entretanto, todas as amostras
apresentaram auséncia para Salmonella spp.

Nesse contexto, observa-se que 0s microrganismos contaminantes mais
prevalentes nos queijos artesanais brasileiros sédo coliformes e Staphylococcus, o que

esta de acordo com Cislaghi e Badaré (2021).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta dos queijos

Foram avaliados 3 diferentes lotes (A, B e C) de queijos Coloniais artesanais
produzidos com leite cru, coletados aleatoriamente, de um produtor da regido
Sudoeste do Parana, sendo cada coleta realizada aos 20 dias de maturacdo dos
queijos, e para cada lote, foram analisadas 3 amostras (queijos 1, 2 e 3). As amostras
foram levadas ao laboratorio de Analise de Leite e Derivados - UTLac da UTFPR —
Campus Francisco Beltrao, em caixa isotérmica para manutencao da temperatura, e
mantidas em refrigerador até o momento de realizagdo das respectivas analises, que
aconteceram no mesmo dia das coletas das amostras. As analises fisico-quimicas
foram realizadas em ftriplicata, sendo o resultado expresso como média £ desvio

padrdo. As analises microbiolégicas foram feitas em duplicata.

4.2 Analises Fisico-quimicas

4.2.1 Umidade

Para determinagdo da umidade foi empregado o método gravimétrico em
estufa a uma temperatura de 105°C (Deleo, Porto Alegre, Brasil) (AOAC, 2005).

4.2.2 pH

O pH das amostras foi determinado através de pHmetro de bancada
microprocessado TEC-5 (Tecnal, Piracicaba, Brasil).
4.2.3 Acidez

Para determinacao da acidez foi realizada titulagdo com solucéo de hidréxido
de sédio 0,1 mol/L e fenolftaleina 1%, sendo o resultado expresso em g de acido
latico/100 g de queijo (BRASIL, 2022).
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4.3 Analises microbiolégicas

4.3.1 Preparacao das diluigbes dos queijos

Para realizar as analises foram pesadas de forma asséptica, aliquotas de 25
gramas de cada amostra de queijo, para em seguida realizar as diluigbes seriadas.
Cada aliquota de amostra foi adicionada em frasco Schott com 225 mL de agua
peptonada 0,1 % e realizada sua homogeneizacao, sendo esta considerada a diluicéo
10-". Posteriormente foram realizadas as demais diluicbes, pipetando-se 1 mL da
diluicdo anterior e adicionando em 9 mL de solugdo de agua peptonada 0,1 %,
obtendo-se assim as diluigdes seriadas 102,103 e 10. Foram utilizadas as diluigdes
adequadas de cada amostra, conforme necessario para cada microrganismo
analisado.

Os diluentes estéreis utilizados sdo adequados a cada meio de cultura, sendo
o caldo de enriquecimento e o suplemento para analise de Salmonella (3M Company),
e agua peptonada 0,1% para os demais agentes. As amostras foram preparadas de

acordo com o protocolo de cada tipo de Petrifilm™ utilizado (3M Company).

4.3.1.1 Plagueamento

As placas de Petrifilm™ foram colocadas sobre uma superficie nivelada e
plana. Em seguida, foi levantado o filme superior e, com a pipeta perpendicular,
aplicou-se a quantidade adequada da suspenséo diluida para cada microrganismo no
centro do filme inferior. Ao final, soltou-se o filme superior sobre a amostra e colocado
sobre este o difusor, de modo a garantir que o indculo espalhasse uniformemente
sobre toda a area de cultivo da placa. Em seguida, as placas foram mantidas paradas

por pelo menos um minuto para permitir a formacéao do gel.

4.3.1.2 Incubacao

As Placas Petrifiilm™ foram incubadas por tempo e temperatura variando de
acordo com a especificagao de cada tipo de analise, na posicao horizontal com o lado

do filme transparente para cima.
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Em situagdes em que as colbnias apareceram pequenas e duvidosas, utilizou-

se o disco de confirmagao de acordo com sua especificagao.

4.3.2 Analise de coliformes e E. coli

A analise de coliformes e E.coli foi realizada de acordo com o protocolo do
Petrifilm™ utilizado (3M Company). Adicionou-se 1 mL das diluigdes 10 a 102 de
forma asséptica sob as placas, em duplicata. Em seguida, foram mantidas sob
incubacao a 35°C por 48 horas. Para realizar a contagem, para a E. coli considerou-
se positivas apenas as colbnias azuis com bolhas de gas, e para os coliformes totais,
contou-se apenas as coldnias vermelho/marrom também associadas com bolhas de

gas, sendo expressos em UFC/g.

4.3.3 Staphylococcus coagulase positiva

A andlise de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada de acordo com
o protocolo do Petrifilm™ utilizado (3M Company). Foi inoculado 1 mL de cada uma
das diluicbes 102 a 10% em placas de Petrifim™ para contagem rapida de
Staphylococcus. Em seguida, foram incubadas a 35°C por 24 horas. Posteriormente,
foi realizada a contagem, onde considerou-se como positivas as colénias roxo violeta,
contudo, para confirmacao foi utilizado o disco de confirmacgao, e, em seguida, foram
consideradas apenas as colénias com zonas rosadas como confirmativas, sendo

expressa em UFC/g.

4.3.4 Salmonella spp.

A analise de Salmonella foi realizada de acordo com o protocolo do Petrifilm™
utiizado (3M Company). Foi necessario adicionar o suplemento ao caldo de
enriquecimento antes de realizar a diluicdo da amostra e foi entdo colocado a uma
temperatura de 42°C. Em seguida, foi adicionada a amostra, realizada sua
homogeneizagao e incubadas por 24 horas. Em seguida, foi realizada a hidratagao
das placas de Petrifim™, com agua destilada estéril, deixada por 1 hora sob a protegéo
contra luz. Posteriormente estriou-se 1 pL sob as placas. Em seguida, foram

incubadas a 42°C por 24 horas. Apos este periodo, realizou-se a sua contagem,
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considerando presuntivamente positivas para Salmonella spp. as colénias vermelhas
com zona amarela, e formacao de bolhas, ou colénias vermelhas com bolhas sem a
zona amarela. Para as placas que apresentaram essas coldnias, foi colocado o disco
de confirmacdo, para posteriormente, realizar a verificacdo, sendo positivas as
colonias azul-escuras/preto com precipitado azul. O resultado foi expresso como

presenga / auséncia.

4.3.5 Listeria spp.

A analise de Listeria foi realizada de acordo com o protocolo do Petrifilm™
utilizado (3M Company). Foi realizada a adigdo de 3 mL da diluigdo 10" sob a placa
de Petrifim™, e em seguida, foi colocado sob incubagdo a 35°C por 28 horas.
Posteriormente, foi realizada a contagem das colbnias, considerou-se positivas as
colbénias que apresentaram coloracéo vermelho-violeta intenso, sendo o seu resultado

expresso em UFC/g.

4.3.6 Bactérias do acido latico (BAL)

Para a contagem de bactérias acido laticas, foi realizado o plaqueamento de
1 mL das diluigdes 103 e 10 por profundidade, em agar de Man Rogosa e Sharpe
(MRS), e incubado a 35°C por 48 horas. Em seguida, foi realizada a contagem das
coldnias e realizado o céalculo considerando a diluicdo de cada placa, sendo expressos
em UFC/g (APHA, 2004).

4.3.7 Teste de presenga de enterotoxina estafilocécica

Para realizagdo dessa analise, as amostras de queijo foram enviadas para
laboratério terceirizado, na cidade de Francisco Beltrdo-PR. A analise de
enterotoxinas estafilocécicas foi realizada de acordo com o método 2007.06 da AOAC
(2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analises fisico-quimicas

Os valores das médias da umidade, acidez e pH encontrados nas amostras
avaliadas de queijos, com 20 dias de maturagdo, encontram-se na Tabela 1. A
umidade das amostras variou entre 39,48 a 43,27%. Com base na legislacao (BRASIL,
1996), os queijos foram classificados como sendo de média umidade (entre 36 e
45,9%).

Tabela 1 — Analises fisico-quimicas das amostras de queijo Colonial artesanal

Amostras Umidade (%) Acidez (%) pH
A1 43,01 £0,38 0,52 £ 0,02 4,77 £ 0,19
A2 43,11 £ 0,34 0,52 £ 0,05 4,98 + 0,04
A3 43,27 £ 0,07 0,40 + 0,05 495+0,14
B1 39,82 +0,42 0,59 £ 0,01 4,37+0,14
B2 39,48 + 0,22 0,49 + 0,04 4,43 £ 0,08
B3 41,21 £0,27 0,54 £ 0,07 4,32+0,08
C1 41,75+ 0,35 0,37 £ 0,03 4,73+0,10
Cc2 42,46 £ 0,90 0,41+ 0,05 4,48 £ 0,08
C3 41,68 £0,12 0,31+ 0,02 4,48 + 0,08
Resultados expressos como média * desvio padrao. A, B e C = lotes. 1, 2 e 3 = amostragens de
cada lote.

Fonte: Autoria prépria (2022)

No estudo de Steinbach (2017) com queijos Coloniais da regiao de Francisco
Beltrdo, observou-se valores semelhantes para umidade, variando entre 37,53 a
42,37%, caracterizando-se também como queijos de média umidade. Os resultados
foram semelhantes aos de Gambaro et al. (2015), em pesquisa realizada com queijos
Coloniais, com uma média de 40,81% e também classificados como queijos de média
umidade.

Mazzucatto (2022), em estudo realizado com queijos Coloniais da cidade de
Coronel Vivida-PR, constatou que a umidade encontrada nas amostras variou entre
32,09 a 43,84%, sendo que as analises foram realizadas com as amostras entre 4 a
6 dias de maturagao. No estudo de Guedes et al. (2017), em que analisaram queijos
Coloniais da mesorregido Centro Oriental Rio-Grandense, observaram resultados

para umidade entre 39,87 a 56,92%, sendo a maturagéo dos queijos entre 1 a 20 dias.
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Ja no estudo de Be e Herbert (2021) em que analisaram queijos Coloniais artesanais
da regido de Sao Miguel do Oeste - SC, com 30 dias de maturagao, observou-se que
a umidade das amostras foi de 22,90 a 38,24 %, classificando-se como de baixa e
meédia umidade.

Conforme estudo realizado por Silva et al. (2020), que analisaram a umidade
de queijos Coloniais em um periodo de 1 a 5 dias de maturagdo, constatou-se que os
queijos eram de média, alta e muito alta umidade, divergindo dos resultados
encontrados nesse estudo.

Sabe-se que o teor de umidade em queijos esta associado ao modo de
fabricagdo, ao tipo de salga utilizado, bem como a pressao exercida na prensagem.
Além disso, os queijos com maturagdo maior, tendem a ser menos umidos do que 0s
queijos que apresentam um periodo de maturagdo inferior (LOUVATEL;
DEGENHARDT, 2016; CISLAGHI; BADARO, 2021).

Os valores de acidez obtidos nesse estudo encontram-se na Tabela 1, e
variaram de 0,31 a 0,59 % de acido latico. No estudo de Silva et al. (2015), a acidez
encontrada para queijos Coloniais foi de 0,09 a 0,55% de acido latico, valores
semelhantes ao encontrado nesse estudo. Também Guedes et al. (2017) encontraram
valores entre 0,06 a 0,79% de &cido latico, enquanto Silva et al. (2020) encontraram
valores de 0,11 a 0,23 %, acidez menor a observada nesse estudo.

A acidez é resultante da formagao de acido latico, resultante da fermentacao
da lactose pelas bactérias, fazendo com que influencie diretamente no pH, bem como,
elimina o soro da massa ao longo do processamento e também no inicio da cura
(SANGALETTI, 2007; SOUSA et al., 2014). Além disso, sabe-se que o aumento de
acidez em % de acido latico, ocorre de maneira inversa a diminuigdo do pH (MOTTA;
FARIAS, 2020).

Sabe-se que, conforme as condi¢cdes de temperatura em que os queijos séo
submetidos durante o armazenamento pode ocorrer modificagcdes, os tornando mais
acidos (DIAS et al., 2016).

Na Tabela 1 também estdo apresentados os resultados de pH que variaram
de 4,32 a 4,98. Esse pH baixo pode ser devido ao fato de que os queijos analisados
sdo adicionados de iogurte natural. Além disso, o leite cru apresenta uma fermentacgao

propria, a partir das bactérias laticas, com isso, o pH diminui. Essa reducao é
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resultante do tipo de bactéria presente e da tecnologia usada durante a sua fabricagao
(MAZZUCATTO, 2022).

Beninca (2021), em estudo realizado com queijos Coloniais artesanais da
regido do Vale do Taquari, encontrou resultados de pH semelhantes, em que os
valores variaram entre 4,75 a 5,28. Conforme Terra (2021), em pesquisa realizada
com queijos Coloniais feitos com leite cru e pasteurizado, o pH variou de 4,6 a 5,5 no
queijo com leite cru, enquanto no queijo pasteurizado o pH variou de 4,65 a 5,33.

Ja o estudo de Mazzucatto (2022) encontrou valores de pH mais elevados,

variando de 5,26 a 5,69, resultado que diverge do encontrado nesse estudo.

5.2 Analises microbiolégicas

Os resultados das analises microbiolégicas das amostras de queijo avaliadas
encontram-se nas Tabelas 2 e 3. Os resultados obtidos foram comparados com a
legislagdo em vigor, com a finalidade de verificar se as amostras estdo aptas para

serem consumidas.

5.2.1 Coliformes totais e E. coli

A Tabela 2 apresenta os resultados de contagens de coliformes totais, para
os quais utilizou-se os parametros estabelecidos pela Portaria MAPA n° 146/1996
(BRASIL,1996), que estabelece o limite para queijos de média umidade, sendo o valor
maximo permitido para coliformes a 30°C de 5x103UFC/g. Com base neste parametro,
observou-se que 4 amostras (44%) estdao acima do limite maximo exigido pela

legislacéo em vigor.

Tabela 2 - Anélises microbiolégicas das amostras de queijo Colonial artesanal

Amostras Coliformes E. coli Staphylococcus Enterotoxina
totais (UFC/g) (UFC/g) (UFClg) estafilocécica (ng/g)
A1 2,2x103 <10! 1,0 x 102 Auséncia
A2 2,2x 108 <10° 6,5x 102 Auséncia
A3 2,3x10° <10’ 1,0 x 104 Auséncia
B1 8,6 x 108 3,0 x 102 53x10* Auséncia
B2 3,7x108 1,6 x 102 2,0x10* Auséncia
B3 4,3x10° 5,0 x 102 1,9 x 10 Auséncia
C1 1,9x 104 3,7 x 102 1,0 x 104 Auséncia
C2 1,6 x 10* 1,2 x 102 5,0 x 10° Auséncia
C3 2,0x 104 1,6 x 102 1,3x 104 Auséncia

A, B e C =lotes. 1, 2 e 3 = amostragens de cada lote.
Fonte: Autoria prépria (2022)
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A legislagao em vigor estabelece como limite maximo para E. coli para queijos
com umidade menor que 46% como sendo 1x102 UFC/g (BRASIL, 2022b). Assim,
percebe-se que 6 amostras avaliadas (66,7%) apresentaram E. coli acima do
permitido pela legislagdo, como pode ser observado na Tabela 2.

A Figura 1 ilustra a presenca de coliformes e E.coli nas placas de Petrifilm.
Pode-se verificar na imagem superior da figura, as colénias marrons com formacao de
gas ao seu redor que representam coliformes totais, e nas imagens inferiores, as
colonias azuis com formagao de gas ao seu redor, que indicam contaminagao por
E.coli.

Figura 1- Presenca de coliformes totais e E. coli nas amostras de queijo Colonial artesanal

Fonte: Autoria prépria (2022)

No estudo de Mazzucatto (2022), todas as amostras analisadas apresentaram
contagem de E. coli acima do permitido. Também Bordini et al. (2020), em estudo com
queijos Coloniais, constataram que 55,5% das amostras encontravam-se acima do
permitido.

A presenca de E. coliindica contaminagao durante a etapa de ordenha, devido
a manipulagdo no animal sem procedimentos de higienizagdo adequados, ma
higienizacdo dos manipuladores, ou uma pasteurizagdo no leite inadequada

(BORDINI et al., 2020). Nesse estudo o leite utilizado para fabricagdo do queijo ndo é
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pasteurizado. Dessa forma, indica-se uma intensificagdo das boas praticas de

ordenha e de fabricagao a fim de reduzir as contagens de coliformes nos queijos.

5.2.2 Staphylococcus coagulase positiva

A legislagdo em vigor estabelece que para Staphylococcus coagulase positiva
o limite maximo é de 1x103 células/g ou mL (BRASIL, 2022b). Assim, conclui-se que
apenas as amostras A1 e A2 (22,2%) encontram-se em conformidade com os
parametros legais, enquanto 77,8% apresentaram contagem acima do estabelecido
pela legislacdo (Tabela 2). O Staphylococcus faz parte da microbiota normal de
mucosas e pele, podendo ser transmitido aos alimentos por contato direto,
principalmente méos, ou indireto, como espirro e tosse. A contaminacgao por S. aureus
também pode ocorrer em funcdo de excregcdes provenientes da mastite clinica e
subclinica (CISLAGHI; BADARO, 2019). Quando presente nos queijos, pode indicar
falha na higienizagdo sanitaria, no decorrer da fabricagdo, no processamento, no
fornecimento, durante o armazenamento, bem como, na sua comercializacao (TIGRE;
BORELLY, 2011).

Bordini et al. (2020) também observaram que 38,9% das amostras de queijos
Coloniais analisadas apresentaram contagem superior ao estabelecido na legislagao.
Segundo Tavares et al. (2019), 80% das amostras de queijos Coloniais do Rio Grande
do Sul analisadas apresentaram valores acima do permitido para Staphylococcus
coagulase positiva, resultados semelhantes aos encontrados nesse estudo.

Para enterotoxina estafilocécica, 100% das amostras analisadas
apresentaram auséncia para essa toxina, com isso, as amostras encontram-se dentro
do estabelecido pela legislagao, visto que, deve constar auséncia para a enterotoxina
estafilocécica (BRASIL, 2022b).

Sabe-se que, o leite e seus derivados sao relacionados frequentemente a
surtos e ocorréncias de intoxicagao estafilococica (BORGES et al., 2008). Segundo
Silva (2019a), em estudo realizado com queijo Minas artesanal, das 25 amostras
analisadas, 36% das amostras poderiam causar intoxicagdo alimentar, pois
apresentaram contagem de Staphylococcus coagulase positiva acima de 1x10° e
apenas em uma amostra foi encontrada a presenca da enterotoxina estafilocécica.

Conforme Costa (2019), em pesquisa realizada com queijos artesanais, onde

analisou os isolados de Staphylococcus (29 amostras), 6,89% dos isolados
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apresentaram o gene codificador para enterotoxina estafilococica B e 13,76%
apresentaram o gene codificador para enterotoxina estafilococica C. Também,
segundo Ornelas et al. (2012) que analisaram queijo Minas artesanal, foi detectada a
presenca da enterotoxina estafilococica em 100 % das amostras, resultados
divergentes ao encontrado nesse estudo.

Segundo Ausani (2018), mesmo que a bactéria produtora de enterotoxina
tenha como condigéo a presencga do gene, o seu aparecimento sozinho n&o significa
0 aparecimento da toxina no produto.

De acordo com Filipello et al. (2020), o nivel critico de contaminagédo por
Staphylococcus para produgdo de enterotoxina é de 10° UFC/mL. Desta forma, a
baixa contaminagao dos queijos avaliados pode nao ter desencadeado a produgéao de

enterotoxina.

5.2.3 Salmonella spp.

A Tabela 3 apresenta os resultados das analises de Salmonella spp., Listeria

sp. e bactérias do acido latico (BAL).

Tabela 3 - Analises microbiolégicas de Salmonella, Listeria spp. e BALs das amostras de
queijo Colonial artesanal

Listeria spp. BALs*
Amostras Salmonella spp. (UFCIg) (UFC/g)
A1 Auséncia <10" NA**
A2 Auséncia <10 NA
A3 Auséncia NA
B1 Auséncia <10° 3,32 x 107
B2 Auséncia <10' 4,84 x 107
B3 Auséncia <10" 4,12 x 107
C1 Auséncia <101 2,42 x 108
C2 Auséncia 2,08 x 108
C3 Auséncia <10' 3,02 x 108

*BALs = Bactérias do acido latico. **NA = Nao avaliado. A, B e C = lotes. 1, 2 e 3 = amostragens
de cada lote.
Fonte: Autoria prépria (2022)

Das amostras analisadas 100% apresentaram auséncia para Salmonella spp.,
conforme apresentado na Tabela 3, e encontram-se de acordo com a legislagéo
vigente, que estabelece auséncia de Salmonella spp. em 25 gramas de amostra de
alimentos (BRASIL, 2022b).
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Conforme Paim e Baratto (2021), em estudo realizado com queijos Coloniais
da cidade de Fraiburgo-SC, também observaram auséncia para Salmonella spp. em
100% das amostras. Mazzucatto (2022) encontrou o mesmo resultado para
Salmonella spp. Semelhantes a estes trabalhos, o estudo realizado por Carvalho et
al. (2019), também com amostras de queijos Coloniais artesanais elaborados com
leite cru, ndo encontrou contaminacao por Salmonella sp. em nenhuma das amostras
analisadas, conforme o que também foi encontrado nesse estudo.

Entretanto, no estudo de Casaril et al. (2017) foi constatado que 10% das
amostras de queijos coloniais apresentaram Salmonella spp.

Sabe-se que, no Brasil tem varios registros de contaminagao de Salmonella
spp. em queijos, como 0s artesanais, sendo mais comum nos tipos colonial, coalho e
frescais, como o Minas frescal. Contudo, a contaminag¢ao dos queijos pela Salmonella
spp. tem relacdo com o leite utilizado na sua producdo, podendo resultar do leite cru
ou ter uma pasteurizacao ineficaz, como também, pode ocorrer uma contaminagao
pos-pasteurizagcdo (BORGES; ANDRADE; MACHADO, 2010).

5.2.4 Listeria spp.

Com base na Tabela 3, com relacéo a analise de Listeria, 100% das amostras
foram aptas para consumo, pois 0s queijos apresentaram-se em conformidade com a
legislagdo em vigor, que estabelece um limite maximo de Listeria monocytogenes em
alimentos prontos para consumo de 1x10%2 UFC/g (BRASIL, 2022b).

Carvalho et al. (2019), em pesquisa com queijos Coloniais artesanais de
Santa Catarina, constataram também auséncia para L. monocytogenes em 100 % das
amostras, com isso, corroboram com o presente estudo. O mesmo foi observado no
estudo de Tavares et al. (2019), com queijos Coloniais, que também encontraram
auséncia para Listeria em 100% das amostras. Ja o estudo de Ausani (2018),
realizado com queijos Coloniais de Porto Alegre-RS, constatou-se que em 12,19% das
amostras analisadas havia presencga de Listeria.

A Listeria monocytogenes evidencia um grande problema para a saude
publica, visto que, causa surtos de listeriose com grande proporgéo (TORRES et al.,
2021).
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Sabe-se que, a contaminagdo em queijos por L. monocytogenes esta
relacionada ao local de produgdo, bem como, ao leite utilizado na sua elaboracgao,

sendo leite cru, ou oriundo de uma pasteurizagédo inadequada (BORGES et al., 2009).

5.2.5 Bactérias do acido latico (BALSs)

Conforme a Tabela 3, os resultados encontrados para contagem total de
bactérias do acido latico variaram entre 3,3 x 107 (7,52 log UFC/g) a 3,0 x 108 (8,48
log UFC/g), uma contagem elevada de BALs. Os queijos analisados tem adic&o de
iogurte natural e séo feitos com o leite cru, o que contribui nessa quantidade elevada
de BAL’s.

Voidaleski e Degenhardt (2016) avaliaram queijos Coloniais da regido Oeste
de Santa Catarina e observaram um valor de BAL entre 2,35x107 a 3,17x10° UFC/g,
um resultado semelhante ao encontrado nesse estudo.

De acordo com Ruschel et al. (2019), em estudo realizado com queijos
Coloniais da regidao Sudoeste do Parana, constataram um resultado para as bactérias
acido laticas variando entre 4,75 a 7,98 log UFC/g, valores menores aos encontrados
nesse estudo.

A contribuicdo das BAL’s em queijos é de suma importancia, pois estas
bactérias auxiliam tanto nos quesitos sensoriais, quanto na modulagao da microbiota,
visto que, quando estédo presentes em grandes quantidades, disputam contra outros
microrganismos existentes. Além disso, tém como fungdo a producao de agentes
inibidores, por exemplo, as bacteriocinas, e o acido latico, que influencia no pH e na
acidez, com isso, impede o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis
(MARTINS et al., 2020).

Funck (2012) analisou queijos coloniais com 1 e 7 dias de maturagéo da regiao
Noroeste do Rio Grande do Sul, em dois periodos diferentes, em janeiro para
caracterizar o periodo de verao, e julho no periodo de inverno. No queijo com 1 dia de
maturagdo encontrou valores de bactérias laticas para o més de janeiro de 8,14 log
UFC/g e para o més de julho foi de 7,44 log UFC/g; para o queijo com 7 dias de
maturacao, o valor encontrado para o més de janeiro foi 8,33 log UFC/g, e para o més
de julho 7,92 log UFC/g.
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De acordo com Pereira et al. (2017a), que pesquisaram sobre a microbiota de
queijo Colonial maturado em diferentes épocas do ano, constatou-se valores para as
bactérias laticas entre 4,30 a 9,07 log UFC/g.

Sabe-se que, quando presentes em grande quantidade nos queijos, as
bactérias laticas sdo de grande relevancia, pois, isso faz com que ocorra uma disputa
com 0s microrganismos patogénicos, podendo impedir a sua multiplicagao no produto
(RUSCHEL et al., 2019).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os queijos Coloniais da regido Sudoeste do Parana sao de suma importancia,
visto que, contribuem economicamente para as familias produtoras, além disso, como
sao fabricados com leite cru, apresentam caracteristicas préprias, que devem ser
levadas em consideracao.

Segundo os dados obtidos neste estudo, os queijos Coloniais analisados
apresentaram-se como sendo queijos de média umidade, com pH baixo, o que
demonstra que as bactérias laticas presentes auxiliam na redugao do pH, como

também, nos valores de acidez mais elevados, como foi observado no estudo.

Considerando os parametros microbiolégicos, os queijos Coloniais
apresentaram auséncia para Salmonella spp. e para a enterotoxina estafilococica em
todas as amostras avaliadas. Para Listeria spp. todas as amostras apresentaram
valores inferiores ao estabelecido pela legislagao. Ja para Staphylococcus coagulase
positiva, coliformes totais e E. coli, foram observadas contagens maiores do que
estabelecido pela legislacdo. O estudo demonstrou ainda que somente 22,2% das

amostras analisadas estavam aptas para serem consumidas.

As BAL'’s apresentaram quantidades elevadas nos queijos, 0 que € um ponto
positivo a ser destacado, uma vez que essas bactérias sao consideradas benéficas, e

podem auxiliar nas caracteristicas sensoriais e de seguranga do queijo.

Com isso, percebe-se a importancia desse estudo, visto que, contribui para
estudos futuros, principalmente, para verificar o melhor periodo de maturagdo de
queijos Coloniais, considerando a analise microbioldgica, e também as caracteristicas

sensoriais, garantindo assim um queijo seguro, com aroma e sabor agradaveis.

Visto que a contaminacédo observada foi por coliformes e Staphylococcus,
deve-se aplicar sempre as boas praticas de ordenha e as boas praticas de fabricagao,
controle da mastite do rebanho, bem como, realizar treinamentos com os
manipuladores, pois percebe-se a necessidade de implantar melhorias, para

assegurar a qualidade dos queijos comercializados na regiao.

Esse estudo tera continuidade com analises de queijos de outros produtores,
visto que, a UTFPR juntamente com a Associagao dos Produtores de Queijo Artesanal

do Sudoeste do Parana, tem uma area de pesquisa e extensdo com o queijo Colonial
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artesanal do Sudoeste do Parana, a fim de avaliar e melhorar a qualidade dos queijos

da regiao, e com isso, auxiliar os produtores e promover o desenvolvimento regional.
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