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This study aimed to verify the microbiological quality of butter cheese by
means of coliforms at 35°C, 45°C with confirmation of Escherichia coli, coagula-
se positive Staphylococcus, Salmonella sp., Filamentous fungi and yeasts and me-
sophilic aerobic bacteria. 40 samples from the retail market of Macei6, Alagoas
and metropolitan area were evaluated. According parameters as required by
law, 37.5% of the samples were out of range for Salmonella sp., 17,5% for Sta-
phylococcus positive coagulase, 42.5% for coliforms at 45°C of which 41.7% were
Escherichia coli coliform 37.5% at 35°C, 40% filamentous fungi, yeasts and 82.5%
mesophilic aerobic bacteria. Once the cheese butter is a food ready-to-eat, even
the low incidence of contamination by pathogens may pose a risk to consumer
health, so it is essential to ensure that food safety standards are met, since the

cheese that is sold at room temperature and without labeling.
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RESUMO. Esta pesquisa teve por objetivo verificar ~ duras e 82,5% bactérias aerébias mesofilas. Uma

a qualidade microbiolégica do queijo de manteiga
por meio das contagens de coliformes a 35°C, 45°C
com confirmacao para Escherichia coli, Staphylococ-
cus coagulase positiva, Salmonella sp., fungos fila-
mentosos e leveduras e bactérias aerébias mesofi-
las. Foram avaliadas 40 amostras provenientes do
mercado varejista de Macei6, Alagoas e regido me-
tropolitana. De acordo com os parametros exigidos
pelalegislacao, 37,5% das amostras estavam fora do
limite para Salmonella sp., 17,5% para Staphylococcus
coagulase positiva, 42,5% para coliformes a 45°C
das quais 41,7 % apresentaram Escherichia coli, 37,5%
coliformes a 35°C, 40% fungos filamentosos e leve-

vez que o queijo de manteiga é um alimento pron-
to-para-comer, até mesmo a baixa incidéncia da
contaminagdo por patégenos pode representar um
risco a satde do consumidor, portanto é essencial
assegurar que as normas de seguranca alimentar
sejam cumpridas, uma vez que esse queijo é comer-
cializado a temperatura ambiente e sem rotulagem.

PALAVRAS-CHAVE. Patégenos, seguranca alimentar,
laticinios, queijo.

INTRODUCAO

Muitos dos produtos alimentares ainda sao pro-
duzidos de acordo com antigas praticas (Cokal et al.

* Recebido em 14 de setembro de 2015.
Aceito para publicacdo em 7 de janeiro de 2016.

! Tecndloga em Laticinios, MSc, Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”. Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP), Av. Padua Dias, 11, Cx. Postal 9, Piracicaba, SP 13418-900. *Autora para correspondéncia,

E-mail: allana_patricia@ibest.com.br

2 Nutricionista, MSc, Faculdade Mauricio de Nassau, Rua José de Alencar, s/n, Farol, Maceid, AL 57051-565. E-mail: alananut@hotmail.com

* Nutricionista, MSc, Curso de Tecnologia em Laticinios, Instituto de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Alagoas, Campus Satuba, Rua 17 de
Agosto, s/n, Centro, Satuba, AL 57120-000. E-mail: daniele.ifal@gmail.com

* Engenheira Agronoma, DSc. Curso de Tecnologia em Laticinios, Instituto de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Alagoas, Campus Satuba, Rua
17 de Agosto, s/n, Centro, Satuba, AL 57120-000. E-mail: angela.ifal@gmail.com

Rev. Bras. Med. Vet., 38(2):121-124, abr/jun 2016

121



Allana Patricia Santo Alexandre et al.

2012), um desses alimentos é o queijo, um derivado
lacteo muito apreciado. O queijo de manteiga est4
entre os queijos mais produzidos e consumidos do
Nordeste brasileiro. Apesar da sua popularidade,
ha uma diversificacdao na sua fabricacao (Guerra &
Guerra 2003, Nassu et al. 2003, Cavalcante & Cos-
ta, 2005), quando fabricado de modo empirico, esse
queijo é produzido como forma de aproveitamento
do leite coagulado espontaneamente pela agdo da
microbiota lactica natural (Van Dender et al. 2006).
Em um estudo realizado por Nassu et al. (2003),
em queijo de manteiga fabricado no Rio Grande do
Norte, foi observado que os queijos eram estocados
em temperatura ambiente.

Falhas no controle de qualidade tanto da maté-
ria prima, quanto no seu beneficiamento e estoca-
gem, podem resultar em um produto de mé qua-
lidade e em risco de infec¢des e intoxicacdes aos
consumidores (Zaffari et al. 2007). O consumo de
queijo contaminado por patégenos pode levar a sé-
rios problemas de satide que ocasionalmente pode
ser fatal para os consumidores. Nos dltimos anos,
varios surtos tém sido relatados devido ao consu-
mo de derivados lacteos contaminados (Colak et al.
2007), segundo o Ministério da Satide (2013), entre
os anos de 2000 a 2013 foram notificados 337 ca-
sos de surtos veiculados por esse tipo de alimento.
Além de riscos a satide do consumidor, essa conta-
minagdo resulta em prejuizos para a industria, oca-
sionando perdas econdmicas (Feitosa et al. 2003).

Este cendrio trata de situacdo indesejavel, pois
na regiao Nordeste, a fabricacdo e comercializacao
do queijo de manteiga sdo atividades importantes
para a economia regional (Nassu et al. 2003).

Por ser um produto regional, existem poucos es-
tudos que discorrem sobre a qualidade higiénico-
-sanitaria do queijo de manteiga. Assim, esta pes-
quisa objetivou avaliar a qualidade microbiolégica
do queijo manteiga comercializado no mercado va-
rejista de Maceid, Alagoas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 40 amostras de queijo de manteiga
coletadas aleatoriamente no comércio varejista da gran-
de Macei6, Alagoas. Os queijos ndo possuiam embala-
gens e eram comercializados a temperatura ambiente.
As amostras foram fracionadas, identificadas e pesadas
na embalagem comercial originaria do préprio local de
comercializagdo, acondicionadas em caixas isotérmicas
e transportadas até o Laboratorio de Microbiologia do
Instituto Federal de Alagoas, Campus Satuba.

Na quantificacdo de coliformes a 35°C, a 45°C e Es-
cherichia coli, foram utilizadas aliquotas de 25+0,2¢g dilu-
idas em solucdo salina 0,85% até a obtencdo de dilui¢oes

até 10°. O teste presuntivo foi realizado em série de trés
tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), in-
cubados em estufa a 35°C por 24 horas. Dos tubos sus-
peitos (producao de gas e turvagdo do meio) uma alca-
da foi semeada em Caldo Brilhante Bile 2% (VB) e em
Caldo E. coli (EC) incubados a 35°C por 24-48 horas e
em banho-maria a 44,5°C por 24 horas, respectivamente.
Dos tubos de EC positivos suspeitos da presenga de E.
coli, uma alcada de cada tubo foi entdo estriada em Agar
Levine Eosina Azul de Metileno (L-EMB) e incubado
a 35°C por 24 horas, para confirmacao. Quando houve
o desenvolvimento de coldnias tipicas (nucleadas com
centro preto, com ou sem brilho metélico) foram realiza-
das provas bioquimicas de indol, vermelho de metila e
citrato (IMViC) (Indole, Methyl-Red, Citrate).

Para a deteccao de Salmonella sp., uma aliquota
2510,2g foi diluida em Caldo Lactosado e incubado a 35-
37°C por 24 horas (pré-enriquecimento). Posteriormen-
te, volumes de 0,1 mL do caldo de pré-enriquecimento
para tubos contendo 10 mL de Caldo Rappaport-Vassi-
lidis (RV) e 1 mL para tubos contendo 10 mL de Caldo
Tetrationato (TT). Incubando o RV a 42°C por 24 horas
(banho-maria) e o TT a 35°C por 24 horas (enriquecimen-
to seletivo). Decorrido o periodo de incubagdo foram es-
triados uma algada do caldo TT em placas de Agar Enté-
rico de Hektoen (HE) e Agar Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD), repetindo o procedimento com Caldo RV, incu-
bados 35°C por 24 horas. Apds a incubagcéo foi verifica-
do o desenvolvimento de colonias tipicas de Salmonella
(HE: colonias verdes azuladas com ou sem centro negro,
sendo que muitas culturas apresentam-se totalmente ne-
gras; XLD: col6nias cor de rosa, com ou sem centro preto
ou mesmo inteiramente pretas) foram selecionados no
minimo duas colonias tipicas e reisoladas em tubo incli-
nado de Agar Lisina Ferro (LIA), incubados a 35° por 24
horas. Os micro-organismos isolados foram submetidos
a identificagdo bioquimica: teste da motilidade com o
Sulfato Indol Motilidade (SIM) e o teste da urease.

Para deteccao de Staphylococcus coagulase positiva,
foi utilizada aliquota 25£0,2g diluida em solucdo salina
0,85%. De cada diluicao transferiu-se 0,1 mL de cada di-
luigdo na superficie de Agar Baird-Parker (BP) previa-
mente preparada (enriquecidas com solucdo gema de
ovo e telurito de potassio 1%) e incubada a 35-37°C por
48 horas. Ap6s o periodo de incubacdo foram selecio-
nadas coldnias tipicas (circulares, pretas, lisas, convexas
com bordas perfeitas, massa de célula esbranquicada
nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou um halo
transparente se estendendo para além da zona opaca)
sendo entdo transferida para tubos contendo Caldo In-
fusdo Cérebro Coracdo (BHI) e uma al¢ada de cada tubo
de BHI repicada para tubos contendo Agar Tripticase de
Soja (TSA) inclinados, incubados a 35-37°C por 24 horas.
Os micro-organismos isolados foram submetidos ao tes-
te de coagulase e catalase.

Para a detecgdo de fungos filamentosos e leveduras
foi utilizada aliquota 25+0,2g diluida em solugdo salina
0,85%. De cada diluicao transferiu-se 0,1mL de cada di-
luigdo na superficie de Agar Dicloran Rosa de Bengala
Colanfenicol (DRBC) incubadas a + 25°C por 5 dias.
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Para a quantificagdo de micro-organismos aerébios
mesofilos foi utilizada aliquota 25+0,2g diluida em so-
lucgéo salina 0,85%. De cada dilui¢édo transferiu-se 1 mL
para placas e em seguida adicionado Agar Padrao para
Contagem (PCA), homogeneizando e incubando a 35°C
por 24-48 horas.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com American Public Health Association (2001), Food
and Drug Administration (2006) dispostos no Manual
de Métodos de Analises Microbiolégicas de Alimentos
(2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para determinar a qualidade microbiolégica do
queijo, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
exige a pesquisa de Salmonella sp., Staphylococcus
coagulase positiva e coliformes a 45°C. Realizados
os testes para a confirmacao de Escherichia coli, con-
tagem de fungos filamentosos e leveduras e bacté-
rias aerébias mesofilas, os resultados encontram-se
disposto na Tabela 1.

Salmonella é potencialmente capaz de causar in-
feccdo alimentar, e a presenca dessa bactéria clas-
sifica os queijos como produtos impréprios para
consumo (Sousa et al. 2014). Das amostras anali-
sadas 37,5% (n=15) estavam improéprias ao consu-
mo. Costa et al. (2008) avaliou queijos de manteiga
oriundos de quatro produtores da regido de Santa
Bérbara, Bahia, em pelo menos uma amostra de
cada produtor foi detectada a presenca desse mi-
cro-organismo. J4 Feitosa et al. (2003) detectaram
Salmonella em 15% das amostras de queijo de man-
teiga produzido no Rio Grande do Norte. A legisla-

Tabela 1. Resultados das contagens a 35°C e a 45°C em queijo
de manteiga comercializado no mercado varejista de Macei6,
Alagoas.

Micro-organismo Contagens Numerode %
amostras

Salmonella sp. Auséncia 25 62,5

Presenca 15 37,5

Staphylococcus coagulase <100 33 82,5

positiva (UFC/g) 9,9x10% a 9,8x10° 7 17,5
Coliformes a 45°C <3,0 6 15
3a100 10 25

100 a < 1000 7 17,5

1000 a > 1,100 17 42,5

Escherichia coli -— 141 41,7
Coliformes a 35°C (NMP/g) <30 3 7,5
3a100 12 30

>100a 1,100 25 62,5

Fungos filamentosos <10 a <100 7 17,5

e leveduras (UFC/g) 2,7x10% a 8,8x10° 17 42,5
7x10*a >2,5x10° 16 40

Aerdbios mesofilos <10 1 2,5
1,6%10*a 9,2x10* 6 15

1,03x10° a >2,5x10° 33 82,5

! Numero de amostras positivas.

¢do brasileira recomenda auséncia de Salmonella sp.
em alimentos para venda e consumo.

Asvias de contaminacdo dos queijos podem ser o
leite, o manipulador e o ambiente de processamen-
to. No leite cru, a principal fonte de contaminagao
provém da mastite bovina, na qual Staphylococcus
coagulase positiva é o principal agente etiolégico
(Sousa et al. 2014). Contaminacao a partir de 5 log
UFC/g podem propiciar a producdo de enteroto-
xinas, tornando esse alimento um risco potencial a
satde do consumidor (Feitosa et al. 2003, Kousta et
al. 2010, Colak et al. 2012).

Para ocorréncia de Staphylococcus coagulase po-
sitiva o limite permitido pela legislagdao é até 10°
UFC/g, nesta pesquisa 17,5% (n=7) das amostras
analisadas estavam acima do limite permitido,
classificando-o como impréprio ao consumo. San-
tana et al. (2008) analisaram queijo de coalho pro-
venientes do Mercado Central de Aracaju, 46,7%
das amostras estavam contaminadas por Staphylo-
coccus coagulase positiva. Nos queijos de manteiga
analisados por Feitosa et al. (2003) 84,7 % das amos-
tras encontravam-se acima do limite permitido
pela legislagdo. Praticas de higiene devem ser rigo-
rosamente respeitadas a fim de prevenir a conta-
minacdo do produto, sendo que, os manipuladores
portadores de Staphylococcus coagulase positiva e a
matéria-prima representam as principais fontes de
contaminagao do alimento (Melo et al. 2013).

A presenga de E. coli em um alimento pode ser
avaliada sob dois significados. Inicialmente, E. coli
por ser uma enterobactéria que indica contamina-
¢do microbiana de origem fecal e, portanto, o ali-
mento esta em condigdes higiénicas insatisfatorias.
O outro aspecto a ser considerado é que diversas
linhagens de E. coli sao comprovadamente patogé-
nicas para o homem e animais (Loguercio & Alei-
xo0 2001). A legislacdo estabelece o limite para co-
liformes a 45°C que nao deve ser superior a 5x10°
UFC/g, com base neste limite, verificou-se que
42,5% (n=17) estavam acima desse limite, destas
41,7% (n=14) estavam contaminadas por Escheri-
chia coli, ndo estando apto ao consumo. Dos valores
encontrados para coliformes a 35°C, 37,5% (n=15)
apresentaram contagens de 3 a 100 NMP/g e 62,5%
(n=25) apresentaram >100 a 1,100 NMP/g. Altas
contagens desses micro-organismos comprometem
a qualidade e a vida atil do produto (Costa et al.
2008).

Devido as suas caracteristicas intrinsecas, o
queijo de manteiga é sujeito ao crescimento de
fungos filamentosos e leveduras em sua superficie
(Lima et al. 2004). Dentre as amostras analisadas,
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40% (n=16) apresentaram contagens de 7x10* a >
2,5x10° UFC/g, embora a legislagdo nao exija li-
mites para as contagens desses micro-organismos,
estudos demonstram que contagens a partir de 10*
UFC/g indicam provavel deficiéncia de higieni-
zagdo e provavel presenca de micotoxinas. Esses
micro-organismos também foram pesquisados por
Feitosa et al. (2003) onde 100% das amostras esta-
vam contaminadas, Costa et al. (2008) também ava-
liaram queijo de manteiga de quatro produtores de
Santa Barbara, Bahia, 80% das amostras analisadas
de um produtor, e em 40% de outro encontravam-
-se improprias para o consumo.

Um indicador da condigao higiénica do produ-
to, matéria-prima e beneficiamento é a contagem
de bactérias aerobias mesofilas, neste estudo 82,5%
(n=33) das amostras apresentaram contagens en-
tre 1,03x10° a >2,5x10° UFC/g. Contagens a partir
de 10° UFC/g indicam processamento insatisfato-
rio dando margens a proliferacdo de patégenos. A
analise de mesoéfilos apenas evidencia a contagem
total de micro-organismos presentes no alimento.

O queijo de manteiga é um alimento pronto-
-para-comer, até mesmo uma baixa incidéncia de
contaminagao por patdégenos pode representar um
risco a satide do consumidor (Colak et al. 2007). E
essencial que as normas de seguranca alimentar se-
jam cumpridas, e as mesmas nao foram verificadas,
pois os queijos analisados estavam sendo comercia-
lizados a temperatura ambiente e sem rotulagem
ndo permitindo, portanto, obter informagdes sobre
a data de fabricagdo e o seu prazo de validade, fa-
tores que podem ter favorecido os altos indices de
contaminagao encontrados durante a pesquisada.

CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados no trabalho,
conclui-se que a utilizacao de leite cru na fabricagao
e a manipulagdo inadequada associada a comercia-
lizagdo a temperatura ambiente tornou o queijo de
manteiga mais susceptivel a alta contaminagao mi-
crobiana, tornando-o um alimento potencialmen-
te nocivo a saude do consumidor com 42,5% das
amostras impréprias para consumo de acordo com
a RDC n° 12 de 2001. Portanto, trabalhos relaciona-
dos a conscientizacdo dos produtores, comercian-
tes e consumidores quanto as boas praticas de fa-
bricagdo, manipulagdo e armazenamento do queijo
devem ser realizados para sanar esses gargalos.
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