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SOUSA, R.S. PERFIL MICROBIOLQGICO E SENSORIAL DO QUEIJO TIPO EMMENTAL
EMBALADO SOB TRES CONDICOES. Sédo Paulo. 2016. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

O queijo € um alimento frequentemente utilizado na dieta da populacao, tanto no Brasil quanto
mundialmente, entretanto sua composicdo rica em nutrientes facilita a contaminagédo por
micro-organismos resultando em surtos alimentares. A analise microbiol6gica visa diminuir
essa contaminagcdo e o potencial risco causado a populagdo, para isso sd0 necessarias
medidas de seguranca e de fiscalizacao, que vao desde a matéria-prima até o processamento
e conservacao adequada do produto. Outro fator importante relacionado aos queijos sédo as
embalagens nas quais sdo acondicionados, que devem ser adequadas, evitando assim,
alteracdes microbiolégicas ou sensoriais que possam prejudicar a saude do consumidor e
dispéndio aos fabricantes. Avaliando esses fatores, o objetivo do presente estudo foi analisar
microbioldgica e sensorialmente 10 lotes de queijo tipo Emmental, fornecidos por um laticinio
localizado em Minas Gerais, com Servigo de Inspecao Federal (SIF), em 6 diferentes periodos
pos-fabricagdo e 3 embalagens (vacuo, resina e atmosfera modificada), totalizando 180
amostras, a fim de verificar a qualidade do produto e consequente possibilidade do aumento
de vida de prateleira, além de indicar qual embalagem possui melhor custo-beneficio. As
metodologias para analise microbioldégica foram realizadas de acordo com a Instrucdo
Normativa 62 de 26/08/2003, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
e os resultados foram avaliados conforme o preconizado pela Resolu¢cdo RDC n°12 de 2 de
janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para Coliformes,
Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. Além disso,
foram realizadas andlises para Clostridium sulfito redutores, devido serem bactérias
anaerdbicas e as embalagens a vacuo e atmosfera modificada possuirem baixo teor de
oxigénio. A analise sensorial foi realizada por 7 funcionarios do laticinio, que avaliaram sabor,

odor, consisténcia e maciez apés os 90 dias de producédo. Para coliformes totais, 6 (3,33%)



amostras apresentaram niveis elevados, entre elas, 1 (0,56%) amostra também apresentou
niveis elevados para coliformes termotolerantes. O Staphylococcus coagulase positiva foi 0
agente mais encontrado em desacordo com a legislagdo, com 17 amostras acima do
permitido. Para Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Clostridium sulfito redutores todas
as amostras foram negativas em 25g de queijo. Do ponto de vista sensorial, apenas a
embalagem resinada se mostrou alterada em relagdo as demais, nos lotes analisados. De
acordo com a andlise estatistica, ndo houve diferenca significa entre os patégenos e as
embalagens, porém visualmente a embalagem a vacuo foi a que melhor conservou as
caracteristicas externas do produto, pois mesmo ap6s 180 dias de fabricacdo, o queijo se
manteve inalterado, diferente da embalagem resinada que provocou ressecamento e da
atmosfera modificada que elevou sua umidade superficialmente. Mesmo diante de produtos
fiscalizados, ainda é possivel notar a presenca de micro-organismos patogénicos, fato
preocupante, pois nem sempre 0 cozimento é capaz de elimina-los ou eliminar suas toxinas,
além do que, alguns alimentos como o0 queijo, podem ser consumidos sem cozimento

facilitando ainda mais sua disseminacdo na populagdo, sendo um continuo problema na

saude publica.

Palavras-chave: Emmental, Coliformes, Staphylococcus, Salmonella, Listeria, Clostridium.



SOUSA, R.S. MICROBIOLOGICAL AND SENSORY PROFILE OF EMMENTAL CHEESE
PACKED IN THREE CONDITIONS. Sao Paulo. 2016. Dissertation (Mestrado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Biolégico.

ABSTRACT

Cheese is a food often consumed by the population, both in Brazil and worldwide, however its
composition rich in nutrients facilitates contamination by microorganisms resulting in food
outbreaks. Microbiological analysis aims to reduce this contamination and the potential risk to
the population, therefore security measures and supervision are necessary, ranging from
feedstock to processing step and proper preservation of the product. Cheese packages are
another important factor, since they must be appropriate, avoiding microbiological and sensory
changes that can harm the consumer’s health and must not be so expensive to the
manufacturer. Evaluating these factors the aim of this study was to analyze microbiological
and sensorial 10 batches of Emmental cheese with Federal Inspetion, provided by a dairy
cheese located in Minas Gerais, in 6 different post-production periods and in 3 different
package conditions (vacuum, resin and modified atmosphere), totalizing 180 samples in order
to verify the quality of the product and the consequent increased expiration date, and indicate
which package has a best cost benefit. The methodologies for microbiological analysis were
performed according to Normative Instruction 62 of 26/08/2003 (Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply) and the results were evaluated as recommended by RDC Resolution
No. 12 of January 2, 2001 (National Agency of Health Surveillance) for coliforms, coagulase
positive Staphylococcus, Salmonella spp. and Listeria monocytogenes. Moreover, samples
were processed for Clostridium sulfite reducing analyzes, because they are anaerobic
bacteria, and vacuum packaging and modified atmosphere have a low oxygen level. Sensory
analysis was performed by 7 dairy employees, who evaluated taste, odor, consistency and
softness after 90 days of production. For total coliforms results, 6 (3.33%) samples showed
high levels, and out of these, one (0.56%) sample also showed high levels for fecal coliforms.

In this study, Staphylococcus coagulase positive was the most frequent agent found in



disagreement with the law, with 17 (9,44%) samples above the allowed quantity. All samples
(25 g) were negative for Salmonella spp., Listeria monocytogenes and Clostridium sulfite
reducer. Sensory evaluation revealed that only the resin package showed some alteration in
the analyzed lots. According to the statistical analysis, there was no difference between each
pathogen and packaging system, but macroscopically the vacuum packaging was the system
that best preserved the external characteristics of the product, because even after 180 days
of production, the cheese appearance remained unchanged, differently, the resin package
showed a dry aspect and the modified atmosphere increased the surface moisture. Even in
inspected products, it is still possible to notice the presence of pathogenic microorganisms,
and this is a worrying fact since cooking is not always able to eliminate them or eliminate their
toxins, and besides some food such as cheese can be consumed without cooking thus

facilitating their spread among the population, being a continuous problem for public health.

Keywords: Emmental, Coliforms, Staphylococcus, Salmonella, Listeria, Clostridium.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente, estima-se que dois milhées de mortes ocorram anualmente por conta
da ingestéo de alimento ou agua contaminada, afetando principalmente criancas, com maior
frequéncia em paises em desenvolvimento. Ao todo ha mais de 200 doencgas causadas por
alimentos contaminados, veiculadas por bactérias, fungos, parasitas, virus ou substancias
guimicas que podem causar desde diarreia em casos mais brandos, até cancer em casos
mais graves (OMS, 2014).

A maioria dos surtos ocorre em alimentos sem alteragdes organolépticas visiveis, isso
porque a dose infectante do patdégeno normalmente € menor do que a dose necessaria para
causar essas alteracdes, dificultando sua rastreabilidade, pois em casos de investigacéo
epidemiologica os pacientes ndo conseguem associar o alimento visivelmente “saudavel”
como possivel fonte de contaminagéo (OLIVEIRA et al., 2010). Além do mais, os casos de
gastroenterite, comuns nas doencas transmitidas por alimentos (DTA), normalmente ndo
necessitam de hospitalizagbes, sendo assim, a maioria das pessoas nao procuram auxilio
meédico e os casos sdo subnotificados, tanto no Brasil quanto em outros paises (SHINOHARA
et al., 2008).

O queijo € um alimento bastante utilizado na dieta da populacdo, abrangendo em geral,
todas as classes sociais, entretanto devido a sua rica composicdo de nutrientes pode
apresentar contaminagdo por micro-organismos, principalmente coliformes totais e
termotolerantes, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, cuja
presenca ou contagem elevada pode comprometer a qualidade do produto (SALVADOR et
al., 2001) e diminuir sua vida de prateleira (LOSITO et al., 2013).

Coliformes totais e termotolerantes indicam a qualidade higiénico-sanitaria do alimento
(SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997). Em alimentos de origem animal, estes micro-
organismos estéo associados a manipulacéo, armazenamento ou processamento inadequado
ou ainda recontaminacado pés-processamento, devido a problemas provenientes da matéria-
prima ou equipamentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Entre os Staphylococcus coagulase positiva, o S. aureus é um dos principais agentes
de DTA, responsavel por intoxicacdo alimentar no homem, causado pela ingestdo de
alimentos contaminados com toxinas pré-sintetizadas pela bactéria (NORMANO; FIRINU;
VIRGILIO, 2005) e comumente encontradas em queijos (KONEMAN et al., 2008). Devido as
suas toxinas serem termorresistentes os cuidados com a refrigeracdo devem ser tomados
apos 0 aquecimento, caso contrario, 0 micro-organismo podera multiplicar-se e produzir as
toxinas (MOTTA; BELMONT, 2000).



A Salmonella é um dos principais agentes de infec¢des alimentares em diversos
paises (LACONHA et al., 2000; LOPALCO et al., 2000), dentre o grupo de laticinios o leite cru
ou inadequadamente pasteurizado e 0s queijos sdo os alimentos mais envolvidos (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). Locais com grandes populacdes e condicBes higiénico-sanitarias mais
precarias sao mais propicios a contaminacao por esse patégeno (SHINOHARA et al., 2008).

Os queijos também sao frequentemente contaminados por Listeria, especialmente os
gue possuem de média a alta umidade, fator preocupante a populacado, pois sdo armazenados
sob refrigeracdo por longos periodos, seu consumo é sem cozimento e mesmo a
pasteurizacdo ndo é suficiente para evita-la (BARANCELLI et al., 2011).

Os Clostridium sulfito redutores também sao indicadores de qualidade higiénica dos
alimentos e do seu tempo util de conservagdo (DRUBI, 2005). Entre os Clostridium sulfito
redutores, o C. perfringens é apontado como um dos micro-organismos mais frequentemente
envolvidos em DTA devido a sua rapida multiplicacéo e formacgéo de esporos resistentes em
condicbes adversas, portanto os cuidados com o cozimento devem ser adequados, pois do
contrario, além de ndo reduzirem a quantidade de esporos dos C. perfringens ainda podem
induzir sua germinacao e favorecer seu desenvolvimento aumentando rapidamente o nimero
de micro-organismos nos alimentos (OTUKI, 2010).

Para diminuir os riscos de contaminacdo séo utilizadas algumas técnicas como as
Boas Praticas de Fabricacao (BPF), que é um conjunto de medidas adotadas pelas industrias
de alimentos para garantir a qualidade sanitaria de seus produtos por meio de regras rigorosas
de higiene pessoal e limpeza do local de trabalho (VIEITES, 2013).

Os Programas de Analises de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e
Procedimentos Padrédo de Higiene Operacional (PPHO) também devem ser seguidos pelas
indUstrias a fim de reduzir a contaminacéo de seus produtos (BARANCELLI et al., 2011). No
entanto, apesar da utilizacao de diferentes técnicas para garantir a qualidade e a inocuidade
dos alimentos, as DTA causadas por patdgenos provenientes dos produtos de origem animal
ainda sdo um problema de saude publica (GERMANO, 1993; OMS, 2009), pois além dos
danos econbmicos, um produto alterado ou deteriorado inviabiliza sua venda e,
consequentemente, prejudica o produtor (PEIXOTO; WECKWERH; SIMIONATO, 2009).



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL:

Comparar caracteristicas microbiolégicas e sensoriais das fracdes do queijo tipo
Emmental, embalados em trés condicBes: a vacuo, resina e atmosfera modificada em

diferentes periodos de maturacéo.

2.2 ESPECIFICOS:

1) Comparar as analises microbiolégicas no queijo tipo Emmental embalado a vacuo,
com resina e em atmosfera modificada, nos dias 0, 45, 90, 120, 150 e 180 p6s-producéo, de

acordo com o prazo de validade preconizado pelo Laticinio:

X Determinar os nimeros mais provaveis de coliformes totais e termotolerantes
por grama (NMP/q);
<> Realizar a contagem de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e

Clostridium sulfito redutores;

X Detectar colbnias presuntivas de Salmonella spp. por meio de isolamento e
identificacdo microbioldégica e empregar a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
convencional utilizando as col6nias isoladas, para confirmacdo do género Salmonella spp., e
posterior diferenciacdo entre Salmonella enterica sorovar Enteritidis e Salmonella enterica
sorovar Typhimurium;

X Detectar Listeria monocytogenes por meio da PCR convencional.

2) Realizar analise sensorial das amostras de queijo tipo Emmental, embalados a
vacuo, com resina e em atmosfera modificada, nos dias 90, 120, 150 e 180 p6s-producao.

3) Avaliar se ha diferenca estatistica entre os resultados das analises microbiol6gicas
e os diferentes tipos de embalagem, nos diferentes dias de producéo.

4) Verificar se a embalagem mais adequada impacta na reducdo dos custos de

producéo, devido ao aumento da vida de prateleira.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MERCADO DE LEITE E QUEIJOS NO BRASIL

Embora ocupando a sexta posicdo no ranking dos paises produtores, a producédo de
leite no Brasil € altamente heterogénea, com propriedades de baixissima escala de producéo
e outras altamente especializadas. Entre 1990 e 2006, a producdo brasileira cresceu 75%,
gracas a um aumento do rendimento do rebanho em torno de 60%, que foi complementado
com um crescimento de 40% no rebanho e de quase 10% no numero de vacas ordenhadas.
Em 2006, as principais regides produtoras de leite no Brasil foram o sudeste, com uma
participacdo de 38,4%, seguido do Sul (27,7%), Centro-Oeste (14,6%), Nordeste (12,6%) e
Norte (6,7%). Entre 1990 e 2006, as regides que mais incrementaram sua producao leiteira
foram o Norte (74,6%), Centro-Oeste (25%) e Sul (23%), havendo reducbes nas regides
Sudeste (19,8%) e Nordeste (10,8%) (WILKINSON et al., 2009). Com esse aumento, 0 volume
de leite gerado ja cobre 99% da necessidade do mercado interno e a perspectiva é que, em
um curto prazo, seja suficiente para dispor de um excedente que possa ser exportado
(CEPEA-ESALQ, 2011; MARTINS, 2007).

Em 2014, a producgéo nacional de queijos foi de aproximadamente um milh&o e setenta
e cinco mil toneladas (ABIQ, 2014), com importacdo de 20.600 toneladas (ABIQ, 2015a) e
exportacao de 2.600 toneladas (ABIQ, 2015b).

Atualmente os Estados Unidos é o pais com o maior mercado de queijos do mundo
com rentabilidade de US$22 bilhdes anuais, seguido da Franca com US$9,4 bilhées. O Brasil
aparece na sexta posi¢éo, entretanto com possibilidade de chegar a US$9,9 bilhdes em 2020,
ultrapassando a Italia e ficando em quinto lugar (ABIQ, 2015c¢). Em relacdo ao consumo, 0s
niveis brasileiros ainda sdo inferiores aos niveis europeus, a exemplo da Grécia e Franca,
onde a demanda é superior a 25 kg/habitante/ano (GUIMARAES et al., 2008). Contudo, entre
2006 e 2013 o Brasil teve um aumento de 8,3% no consumo de queijos per capita, subindo
de 3 kg/ano para 5,3 kg/ano respectivamente, ultrapassando o consumo de 4,8
kg/habitante/ano do México. Em 2017 a expectativa € que o consumo de queijos no Brasil
chegue a 8 kg por habitante/ano (CARVALHO; VENTURINI; GALAN, 2015).

Em 2013, uma pesquisa realizada pela Mintel, empresa especializada em pesquisa
global de mercado e insights de mercado, envolvendo 1500 pessoas com idade minima de 16
anos, de ambos 0s sexos e classes sociais variadas nas dez principais capitais do Brasil,
incluindo Sao Paulo, Rio de Janeiro, Belo Horizonte, Brasilia, Belém, Fortaleza, Salvador,

Recife, Curitiba e Porto Alegre, avaliou quais sdo 0s queijos mais consumidos pelos



brasileiros. De acordo com a pesquisa, 0s queijos mais consumidos no Brasil sdo: Mucarela
(88%), Requeijéo (76%), Queijo prato (75%), Queijo branco (72%) e Queijo parmesao (62%).
Os queijos especiais como o Emmental, ainda representam uma baixa porcentagem no
consumo (28%) (Figura 1) (ABIQ, 2013), diferencas que tém sido justificadas primariamente
por questdes culturais e pela renda da populacéo (ABIQ 2013; GUIMARAES et al., 2008).

Figura 1 — Consumo brasileiro por tipo de queijo em pesquisa realizada pela Mintel em 2013
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Fonte: ABIQ, 2013.

3.2 QUEIJO EMMENTAL

O queijo tipo Emmental € um queijo sui¢o originario do cantdo de Berna. Apresenta
cor amarelada, casca escovada e dura, consisténcia média e caracteristicas olhaduras,
originadas pelo di6xido de carbono produzido pela bactéria Propionibacter shermani (HUNT,
2012), que devem possuir entre 10 e 25 mm de didametro segundo a IN-68 de 12/12/2006
(BRASIL, 2006). Por possuir massa semi-dura esta classificado como queijo de média
umidade, entre 36,0% e 45,9% (BRASIL, 1996). Sua producdo é feita com leite de vaca, e sua
pasta é cozida e prensada, seu sabor é suave e levemente adocicado. No Brasil, € conhecido
simplesmente como "queijo suico”" (HUNT, 2012).

No ambito do consumo doméstico, a especializagdo da producéo, as novas formas de
embalagem favorecendo o transporte a grandes distancias, maior prazo de validade e

diminuicdo das perdas dos queijos, unidos a elevacdo da renda da populacdo brasileira,
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favoreceu um incremento significativo no consumo de lacteos e derivados (WILKINSON et al.,
20009).

A embalagem gue envolve os alimentos desempenha muitas fun¢des ao longo de todo
o ciclo de vida do produto, desde a sua producao até 0 momento em que este é consumido.
A embalagem tem papel fundamental no processo de conservacao de alimentos, evitando ou
retardando a degradacgdo do produto pela acdo do oxigénio, da luz e de micro-organismos,
garantindo que a composic¢do, o valor nutritivo e a qualidade microbiolégica se mantenham
inalteraveis. No caso dos queijos, a embalagem além de nao transmitir ao produto qualquer
aroma ou sabor, permite a manutencéao de qualidades sensoriais normais do produto (OKURA
et al., 2006).

No caso dos queijos, € comum uma divisao de acordo com o processo de producao, e
cada categoria pode ter diferentes tipos de embalagens, por exemplo, 0 queijo fresco que se
trata de um queijo bastante fragil, deve ser preservado em uma embalagem que evite a perda
de agua e o proteja da acdo da luz e oxigénio do ar; queijos como 0 Emmental podem ser
produzidos e comercializados em pecgas maiores e a embalagem se caracteriza apenas por
uma resina que reveste toda a peca evitando a agdo de micro-organismos na sua superficie,
ou em alguns casos, a peca é porcionada no proprio laticinio e comercializada em embalagens
a vacuo ou que utilizam atmosfera modificada (OKURA et al., 2006; PAULA et al., 2012).

No laticinio, fornecedor das amostras para a realizacdo desse projeto, o queijo tipo
Emmental é vendido em tamanhos diferentes de acordo com a embalagem utilizada: 300g na
embalagem a vacuo, peca de 12kg na embalagem resinada e peca de 3kg na embalagem de
atmosfera modificada, sendo a embalagem resinada de menor custo, porém sem
possibilidade de venda em pecas menores, embalagem a vacuo com segundo menor custo e

a embalagem de atmosfera modificada com maior custo de producéo.

3.2.1 Embalagem a vacuo

A embalagem a vacuo consiste em acondicionar o alimento de forma que ele nao fique
exposto ao ar, controlando o desenvolvimento de micro-organismos, acdo enzimatica e a
oxidagdo, principais mecanismos de deterioragdo de alimentos. As estruturas normalmente
utilizadas sdo boas barreiras a gases, a fim de maximizar ou evitar por completo o contato do
produto com o oxigénio do ar. Normalmente, esse processo consiste em retirar todo o oxigénio
existente com a aplicacao do vacuo (EILERT, 2005).

Para que a fungéo de proteger o alimento seja atendida, h4 a necessidade do uso de

embalagens que funcionem como completa barreira a passagem dos gases, mantendo o



vacuo no seu interior pelo maior tempo possivel. No caso de laticinios, o mais comum é
trabalhar com embalagens a vacuo, dessa forma a embalagem tem contato intimo com o
produto, o que minimiza problemas de deterioracédo e favorece a barreira a gases, e hoje é
considerada uma das mais eficazes dentre as diversas formas de embalagem de queijos, por
garantir padrdes excepcionais de conservacao, além de prevenir a deterioragcdo. Este tipo de
embalagem também tem papel na diminuigdo do ressecamento dos laticinios, e dessa forma,
aumenta a vida de prateleira dos produtos, sem alterar seu sabor (JAY, 2005; SMITH;
RAMASWAMY; SIMPSON, 1990).

3.2.2 Embalagem resinada

A resina normalmente utilizada em queijos é uma dispersdo de copolimero de vinil
acetato e maleato de dibutil, livre de plastificantes comumente utilizada para fabricagdo de
queijos maturados sem embalagem como o parmesdo e o0 Emmental (MAGALHAES et al.,
2009) autorizado pela ANVISA (BRASIL, 2001b).

A resina é um gel, solivel em agua e pode ser aplicada sobre o queijo quando a casca
nao apresenta mais umidade. Quanto menor a forma do queijo, mais rapida a formacéo da
casca. A aplicagéo deve ser realizada com uma fina camada de resina na parte superior e na
metade superior da lateral do queijo (Figura 2). A secagem normalmente ocorre apés 30
minutos, dependendo da umidade do ambiente, e entdo pode-se repetir a aplicacdo na outra
parte do queijo. A consisténcia ideal da pelicula é quando for de facil aplicacdo com o pincel

sem gque deixe grumos ou esteja muito liquida (ETIEL, 2014).

Figura 2 - Aplicacdo de resina em peca de queijo

Fonte: ETIEL, 2014.



3.2.3 Embalagem com atmosfera modificada

A embalagem em atmosfera modificada € uma evolu¢do da embalagem a vacuo. Foi
inicialmente utilizada para carnes, e hoje é amplamente difundida entre os diferentes géneros
alimenticios; é a embalagem com introducdo de uma mistura de gases, objetivando-se em
maior conservacao do produto, com maior vida Util e sem conservantes quimicos (HINTLIAN;
HOTCHKISS, 1986; PARRY, 1995). O processo de conservacao de produtos frescos a granel
em atmosfera modificada é uma técnica de preservacao antiga. Desde o final do século XIX,
ja se utilizava CO; para conservar carnes frescas na Australia e em 50% dos produtos se
empregavam esta tecnologia (HINTLIAN; HOTCHKISS, 1986).

O aumento do prazo comercial deste método de conservacao de alimentos deve-se
ao efeito inibitério do CO;, sobre os diferentes tipos de micro-organismos e a reducdo ou
remocao do oxigénio do interior da embalagem. A estratégia da embalagem sob atmosfera
modificada é retardar o crescimento dos micro-organismos patogénicos e deteriorantes
presentes, a partir da diminuicdo da concentracdo de oxigénio e da aplicacdo de CO, que
possui efeito inibidor do crescimento bacteriano. A modificagdo da atmosfera no interior da
embalagem € determinada pela interacéo de trés fatores: respira¢do do produto, difusdo do
gas através do produto e permeabilidade do filme aos gases (MANTILLA et al., 2010).

Alguns fatores precisam ser mantidos para que a aplicagéo da tecnologia da atmosfera
modificada atinja sua funcéo, referente ao maior tempo de prateleira dos alimentos, incluindo:
qualidade inicial do produto, mistura gasosa (CO2, O, e Nz) e temperatura (HINTLIAN;
HOTCHKISS, 1986; PARRY, 1995; SMITH; RAMASWAMY; SIMPSON, 1990).

A tecnologia de atmosfera modificada ja vem sendo empregada para alguns queijos,
por exemplo, o queijo parmeséao ralado e mucarela em forma de nozinho, bolinha, palito,
trancinha, mucarela fatiada e mucarela de bufala. Com o emprego dessa tecnologia
conseguiu-se uma melhora na cor, manutencdo da forma original (no vacuo o produto é
deformado) e inibicdo do crescimento de micro-organismos, além do aumento no tempo de
prateleira do produto (SARANTOPOULOS; ALVES; MORI, 1995; PAULA et al., 2012).

3.2.4 Anadlise microbiol6gica

A analise microbiolégica de um alimento visa investigar quantitativamente e
gualitativamente a presenca de um determinado micro-organismo em um produto, assim

como identificar e caracterizar as diferentes espécies a fim de rastrear as condi¢des de higiene



em que o alimento foi processado e os provaveis riscos a saude do consumidor. Cerca de
70% das novas doencas que tém afetado os seres humanos nas ultimas décadas séo de
origem animal, parcialmente relacionadas com a busca humana por alimentos desse tipo
(FAO, 2013). Em consequéncia, anualmente milhdes de pessoas adoecem em raz&o das
zoonoses de origem alimentar (GERMANO, 1993; OMS, 2009).

As contaminac¢des microbianas sé@o indesejaveis e nocivas, portanto € necessario
conhecer a existéncia de possiveis deficiéncias higiénicas, sobretudo relacionadas aos micro-
organismos, principalmente os patogénicos, que encontram no alimento um meio propicio
para o seu desenvolvimento e suas toxinas (SALOTTI et al., 2006).

O leite e seus derivados podem ser facilmente contaminados por micro-organismos,
especialmente os queijos, devido ser um alimento de manipulacdo excessiva. Além do mais,
processamentos e tecnologias de producdo inadequadas, a falta da utilizacdo das boas
préticas de fabricacdo ou tempo insuficiente de maturacdo podem facilitar essa contaminacgéo
(PINTO et al., 2009).

3.2.5 Andlise sensorial

A analise sensorial € uma disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analisar e
interpretar reacdes das caracteristicas dos alimentos e materiais utilizando a viséo, audi¢ao,
olfato, tato e paladar (ABNT, 2014).

E um parametro utilizado visando a aceita¢do da condi¢&o do queijo pelo consumidor.
Essa metodologia envolve o individuo, o produto e sua avaliacdo. A relacéo estabelecida entre
esses trés elementos e suas possiveis combinagdes origina uma metodologia bastante
diversificada. E uma andlise de grande relevancia para avaliar a aceitabilidade mercadoldgica
e a qualidade do produto. Tais avaliagdes séo realizadas por meio dos 6rgaos dos sentidos,
e como sdo executadas por pessoas, € importante um criterioso preparo das amostras
testadas e adequada aplicacdo do teste para se evitar influéncia de fatores psicoldgicos
(TEIXEIRA, 2009; PINHEIRO et al., 2007).

Para o queijo, é necessario avaliar alguns fatores como o paladar, suavidade,
aspereza, dureza, coesividade e elasticidade, propriedades avaliadas pela boca, porém
muitas delas podem também ser percebidas por meio da manipulacdo. Os testes sensoriais
de textura séo divididos entre duas categorias: afetivo e analitico. Os testes afetivos envolvem
consumidores e o modo como avaliam a textura do produto, tal como sua aceitabilidade no
mercado, j& os testes analiticos séo realizados com profissionais treinados e suas respostas
séo tratadas como dados instrumentais (FOEGEDING et al., 2003).
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E necesséario ressaltar que mesmo alimentos que cumpram com 0S requisitos
nutricionais, ndo terdo uma boa aceitagdo no mercado se os consumidores ndo gostarem de
seu sabor ou qualquer outra caracteristica sensorial (DELIZA; ROSENTHAL; SILVA, 2003).

3.3 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

A contaminacdo alimentar surgiu ap6s o homem comecar a preparar seu proprio
alimento e armazena-lo de maneira incorreta, entretanto somente em 1837 Louis Pasteur
comprovou a relacdo entre os micro-organismos e os alimentos, demonstrando que essa era
a causa do azedamento do leite, utilizando em 1860 o calor (pasteurizacdo) para destruicdo
de micro-organismos indesejaveis nos alimentos, processo utilizado até hoje (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). As DTA podem ser veiculadas por perigos fisicos, quimicos ou biolégicos
tendo como fonte de contaminagdo desde a matéria-prima até o processamento e
conservacgdo dos alimentos. As DTA também podem originar surtos, que de acordo com a
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) sdo assim denominados quando duas ou
mais pessoas apresentam sintomas semelhantes apés ingerirem o mesmo alimento (BRASIL,
2005).

A identificagdo de um surto alimentar ocorre por meio de inquérito epidemiologico, no
qual sdo verificados os individuos que consumiram o0s alimentos suspeitos, sintomas
caracteristicos da doenca e exames laboratoriais nas amostras clinicas e alimentares, levando
em consideracdo o periodo de incubacdo, gravidade e duracdo da doenca, diferentes em
alguns individuos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

As DTA vém aumentando progressivamente em todo mundo, e os fatores que
contribuem com tal situacdo incluem o aumento da populacéo, urbanizacdo desordenada,
grupos que estdo mais expostos ou vulneraveis juntamente com a necessidade de producao
de alimentos em grande escala, além do controle alimentar deficiente pelos 6rgaos publicos
e privados. Ha também a problematica do aumento pela procura de alimentos rapidos, como
fast-foods e o consumo em vias publicas. Apesar da relagdo entre a ingestdo de alimentos
contaminados e as doencgas causadas, em algumas regifes do pais a verdadeira magnitude
deste problema ainda é desconhecida, sendo necessario a estruturacdo de um sistema de
Vigilancia Epidemiolégica das Doencas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA) (BRASIL,
2010).

No Brasil, o perfil epidemioldgico das DTA ainda é pouco conhecido, pois ndo séo
todos os estados e/ou municipios que possuem estatisticas sobre os agentes etiol6gicos mais

comuns, populagcdo de maior risco, alimentos frequentemente contaminados e fatores
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contribuintes, porém a distribui¢cdo € universal e a incidéncia varia de acordo com a educacéo,
condigbes socioeconbmicas, saneamento, fatores ambientais e culturais, entre outros (VE-
DTA) (BRASIL, 2010).

Presume-se que as DTA sejam de alta morbidade, porém devido a auséncia da VE-
DTA em algumas localidades n&o é possivel afirmar totalmente. De acordo com informacgdes
disponiveis, tanto a mortalidade quanto a letalidade sdo baixas e dependem das condi¢des
do paciente, agente etiol6gico envolvido e o acesso aos servicos de salde, entretanto
criancas menores de 5 anos, idosos e pacientes imunodeprimidos possuem mortalidade maior
em decorréncia das diarreias causadas nesse grupo (VE-DTA) (BRASIL, 2010).

As DTA sédo transmitidas pela ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados, cuja
contaminacdo alimentar pode ocorrer desde a produgdo priméaria até o consumo, sendo 0s
alimentos de origem animal e preparo para consumo coletivo como 0s responsaveis pela
maioria dos surtos. O periodo de incubacéo depende do agente etioldgico envolvido, podendo
variar entre horas a meses. Entre 0s agentes bacterianos mais frequentes estao a Salmonella
spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Shigella spp. Bacillus cereus e Clostridium
perfringens (VE-DTA) (BRASIL, 2010).

Do ponto de vista técnico, todas as etapas de producédo, desde a coleta do leite na
propriedade rural até a producéo, maturacdo e embalagem do queijo, devem ser transcorridas
sob condi¢des que previnam a contaminagcdo e que garantam a qualidade do produto final
(EILERT, 2005). Dessa forma, as BPF e as medidas de sanificacdo durante o processamento
Sao cruciais para a garantia de um produto de qualidade (PICOLI et al., 2006).

Para producao de queijos frescos é necessario que o leite utilizado seja pasteurizado,
ja para queijos maturados pode ser utilizado o leite cru desde que sejam respeitados os prazos
de maturagdo juntamente com a utilizacdo das boas praticas de fabricacéo, incluindo o
preparo do produto com leite de alta qualidade e rigorosa higiene no local de producéo
(PERRY, 2004).

A comercializacdo deve seguir os padrbes de higiene, para que a manipulacéo e o
armazenamento sejam realizados da maneira adequada, além de campanhas para
manipuladores e consumidores se atentarem a importdncia do manejo adequado dos
alimentos (BARANCELLI et al., 2011).

Dados emitidos pela VE-DTA (BRASIL, 2014) demonstram os nimeros de surtos entre
2000 e 2013 (Quadro 1) e os principais agentes etiol6gicos entre 2000 e 2014 (Figura 3).

Dos alimentos identificados, leite e seus derivados seguem entre 0s principais

causadores de surtos (Figura 4).
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Quadro 1 - Numero de individuos expostos, surtos e doentes em casos de DTA ocorridos no

Brasil entre os anos de 2000 e 2013

2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013

31.821
211.228
116.962
668.772
368.109
242.191

49.465

25.195

23.275

24.014

23.954

52.662

42.138

42.072

427
872
806
619
635
913
573
683
641
594
498
795
863
800

9.535
15.631
12.391
17.910
21.776
17.214
10.312
11.708

8.995

9.431

8.626
17.884
14.670
16.720

FONTE: Vigilancia Epidemiol6gica das Doengas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA) (BRASIL, 2014).

Figura 3 - Principais agentes etiolégicos associados aos surtos de DTA ocorridos no Brasil
entre os anos de 2000 e 2014
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FONTE: Dados emitidos pela Vigilancia Epidemiolégica das Doencas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA)

(BRASIL, 2014).
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Figura 4 - Alimentos comumente envolvidos nos surtos alimentares ocorridos no Brasil entre
os anos de 2000 e 2014
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FONTE: Dados emitidos pela Vigilancia Epidemiolégica das Doengas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA)
(BRASIL, 2014).

3.3.1 Coliformes totais e termotolerantes

Coliformes totais € um grupo formado por bactérias da familia Enterobacteriaceae,
representado pelos géneros: Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella. Sao bacilos
Gram-negativos, ndo formadores de esporos, fermentadores de lactose e produtores de gas
guando incubados entre 35°C e 37°C por 48 horas. Entre eles, apenas a Escherichia coli
possui como habitat natural o trato intestinal do homem e animais, as demais séo encontradas
nas fezes, vegetais e solo, permanecendo nesses locais por mais tempo do que as bactérias
patogénicas de origem intestinal, portanto, a presenca de coliformes totais nos alimentos nédo
indica necessariamente a contaminagéo fecal recente ou ocorréncia de enteropatdégenos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Os coliformes termotolerantes diferenciam-se dos totais por fermentarem a lactose
com producdo de gas a uma temperatura entre 44°C e 45,5°C. Nessas condicBes 90% das
culturas de Escherichia coli sdo positivas, porém apenas algumas cepas de Enterobacter e
Klebsiella possuem essa caracteristica. A pesquisa de coliformes fecais ou E.coli nos

alimentos fornece mais seguranca sobre as condi¢fes higiénicas do produto e melhor
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indicacdo da presenca de enteropatdgenos. Em vegetais frescos apenas a E.coli € indicador
de contaminacdo fecal, pois 0s demais micro-organismos estéo presentes naturalmente nesse
tipo de alimento (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A E. coli foi descrita pela primeira vez em 1885, pelo pediatra alemé&o Theodor Von
Escherich, anteriormente chamada de Bacterium coli commune (FRIEDMANN, 2006), mede
aproximadamente de 1,5 a 4 um, sao anaerobios facultativos, catalase positiva e oxidase
negativa e reduzem nitrato a nitrito. Na grande maioria sdo méveis, mas em alguns casos
podem serimdveis. Representa aproximadamente 1% da microbiota bacteriana intestinal. Sua
presenca na agua e em alimentos indica contaminacao fecal e sua habilidade de causar
doencas em humanos se da devido a fatores de viruléncia, nos quais 0s genes responsaveis
por sua codificacdo podem estar tanto no cromossomo como nos plasmideos ou fagos (VON
SYDOW, 2005).

Em alimentos frescos de origem animal os niumeros elevados de bactérias da familia
Enterobacteriaceae podem indicar manipulacdo sem higiene ou armazenamento inadequado.
No entanto, nos alimentos processados quando encontrados altos niumeros de coliformes ou
bactérias da familia Enterobacteriaceae, é indicativo de processamento inadequado ou
recontaminacdo pos-processamento, devido aos problemas provenientes da matéria-prima,
equipamento sujo ou manipulacédo sem cuidados de higiene (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Tanto a contagem de coliformes termotolerantes como a pesquisa da presenca ou
auséncia de Salmonella spp. tem sido utilizado para avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias
dos alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

3.3.2 Staphylococcus coagulase positiva

Os estafilococos sdo cocos Gram-positivos iméveis, ndo formadores de esporos e
catalase positiva. Esses micro-organismos ocorrem na forma de células isoladas, em pares,
tétrades e cadeias curtas, porém aparecem predominantemente em grupos semelhantes a
cachos de uva e sdo em sua maioria anaerobios facultativos polares (KONEMAN et al., 2008).

Sao micro-organismos mesofilos, ou seja, seu crescimento varia entre 7°C e 47,8°C e
podem produzir enterotoxinas termorresistentes a temperaturas entre 10°C e 46°C, sendo
6tima entre 40°C e 45° C. O pH ideal para seu desenvolvimento varia entre 7 a 7,5, mas em
alimentos a multiplicacdo ocorre com pH entre 4,2 e 9,3. Sdo 0s Unicos que se multiplicam
com valores de atividade de agua inferiores ao normalmente considerados minimos para

outras bactérias haléfilas. O valor minimo de Aw é 0,86, apesar de j& ter sido relatado em
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alimentos com Aw de 0,83. A presenca de outros micro-organismos € importante, pois 0s
estafilococos séo considerados maus competidores (SANTANA et al., 2010).

O género Staphylococcus spp. é dividido em dois grupos: os produtores e 0s nao
produtores de coagulase (SILVA, 2008), enzima capaz de promover a transformacédo do
fibrinogénio em fibrina e consequente coagulacdo do plasma sanguineo humano e outras
espécies animais como o coelho (SANTANA et al., 2010). Os estafilococos coagulase
negativos sao tipos de comensais epidérmicos responsaveis por infeccées hospitalares.
Existem cerca de 32 espécies de estafilococos, das quais 5 sdo capazes de produzir a enzima
coagulase (SILVA, 2008).

Os estafilococos foram descritos primeiramente em 1878 por Robert Koch a partir de
um material purulento e em 1884 envolvendo surtos alimentares em Michigan (EUA),
associado ao consumo de queijo tipo cheddar. Em alimentos, as espécies de maior
importancia sdo Staphylococcus aureus (representa 98% dos casos), Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus chromogenes e Staphylococcus intermedius (SANTANA et al., 2010).

O queijo quando consumido em condigcbes inadequadas, pode trazer graves
consequéncias para a populagéo, sendo um problema de saude coletiva (SILVA, 2008).

O periodo de incubacdo ocorre de 1 a 6 horas apds a ingestdo do alimento
contaminado e os sintomas séo tipicos de gastroenterite como nauseas, vémitos, diarreia e
cefaleia que costumam durar de 1 a 2 dias ou evoluir para quadros mais graves em casos de
pacientes debilitados. Estima-se que sejam necessarios de 15 a 357 ng de enterotoxina por
kg de peso corporal para provocar intoxicacdo alimentar no homem. A mortalidade por
intoxicacao alimentar estafilocécica € incomum, entretanto pode ocorrer em criangas, idosos
e individuos com sistema imunolégico debilitado (CUNHA; CUNHA, 2007).

Nos Estados Unidos, entre 1993 e 1997 ocorreram 42 surtos de intoxicacao
estafilocdcica com 1.413 pessoas envolvidas e 1 6bito. No Japao, no ano de 2000 um surto
ocorreu apos o consumo de leite reconstituido contaminado com toxinas envolvendo 13.420
pessoas. No Brasil, essas intoxicagfes também sdo muito comuns, entretanto a maioria ndo
é investigada ou notificada. No Parana, em 1998 houve 200 surtos, e em apenas 107 foram
identificados os agentes, 30 deles por S. aureus; em Minas Gerais entre 1995 e 2001, 12.820
pessoas foram intoxicadas, dentre eles 17 6bitos e, em Sao Paulo, entre 2001 e 2002 foram
notificados 25 surtos por intoxicagdo com S. aureus envolvendo 200 pessoas (SANTANA et
al., 2010).

No Brasil, esses surtos de intoxicacdes estafilococicas sdo comumente associados ao
consumo de queijo fresco e minas padrdo (CARMOS et al., 1995) e os manipuladores sédo a
fonte mais importante de contaminacdo (HOLT et al., 1994). Neste contexto, 0 aguecimento

do alimento apds sua manipulagdo torna-se relevante na prevencao de toxinfeccées (MOTTA;
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BELMONT, 2000) sendo necesséria a temperatura de 60°C por 43 segundos a 8 minutos para
destruicdo do S. aureus (SANTANA et al., 2010).

A producédo de enterotoxinas geralmente esta relacionada a cepas que produzem as
enzimas coagulase e termonuclease, entretanto algumas cepas sem essa caracteristica
também podem produzir as enterotoxinas. As toxinas estafilocicicas sdo denominadas pela
sigla SE seguida de letras do alfabeto de acordo com a ordem cronolégica em que foram
descobertas (SILVA, 2013).

Entre as toxinas estafilocécicas as principais sdo: SEA; SEB; SEC; SED; SEE, porém
também h& as toxinas nao classicas (SEG até SEU) e outros genes de viruléncia como a
toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1), toxinas esfoliativas e citoliticas (PUAH; CHUA,;
TAN, 2016).

As enterotoxinas ndo sao facilmente destruidas pelo aquecimento dos alimentos e
guanto mais toxinas presentes, maior o nivel de aquecimento para inativid-las a nimeros
indetectaveis. Entretanto, quanto maior a temperatura, mais rapidamente elas serdo

inativadas, algumas podem ser destruidas quando aquecidas a 100°C (DOYLE, 1989).

3.3.3 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende bacilos
Gram-negativos, anaerébios facultativos, que apresentam metabolismo respiratério e
fermentativo, sédo méveis pela presenca de flagelos peritriquios (HOLT et al., 1994), exceto os
sorovares Salmonella enterica sorovar Pullorum e Salmonella enterica sorovar Gallinarum.
N&o sdo formadores de esporos, produzem gas a partir da glicose, com excecdo da
Salmonella enterica sorovar Typhi e sdo capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de
carbono. Possuem temperatura ideal de crescimento entre 35°C e 37°C, pH étimo na faixa de
7, porem podem crescer com pH entre 4 e 9 (FRANCO; LANDGRAF, 2008) e Aw minima de
0,94. Nao fermentam lactose e sacarose e a maioria produz sulfeto de hidrogénio (H.S)
(OLIVEIRA et al., 2013).

A Salmonella é dividida em trés espécies, apesar de algumas literaturas citarem
apenas duas.

Entre as espécies de Salmonella estdo: Salmonella bongori, com 23 sorovares e
Salmonella enterica, subdividida em seis subespécies: Salmonella enterica subespécie
enterica, Salmonella enterica subespécie salamae, Salmonella enterica subespécie arizonae,

Salmonella enterica subespécie diarizonae, Salmonella enterica subespécie houtenae e
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Salmonella enterica subespécie indica, com 2.587 sorovares descritos, totalizando 2.610
sorovares nas duas espécies (GUIBOURDENCHE et al., 2010).

A terceira espécie foi descoberta em 2004 em um estudo realizado por Shelobolina et
al. (2004), em que uma estirpe foi isolada do sedimento contaminado, por nitrato e uranio, de
um aquifero no Tennessee, no qual a analise da sequéncia génica indicou que esta possuia
96,4% de similaridade com a S. bongori e 96,3% com a Enterobacter cloacae. Posteriormente
foram realizadas analises fisiologicas e filogenéticas confirmando que a linhagem encontrada
pertencia ao género Salmonella espécie subterranea.

A Salmonella é um dos principais agentes de infeccdes alimentares em diversos
paises (LACONHA et al., 2000; LOPALCO et al., 2000), incluindo o Brasil, e sua ocorréncia
na Inglaterra e paises vizinhos chega a 90% dos casos. Estdo amplamente distribuidas na
natureza sendo o trato intestinal do homem e dos animais o principal reservatério, nos quais
as aves sao os mais importantes (FRANCO; LANDGRAF, 2008). A transmissao da Salmonella
ao homem ocorre geralmente pela ingestdo de produtos de origem animal contaminados
(WEGENER; BAGER, 1997), as carnes, inclusive de aves, sdo as mais frequentes. Quando
associado a laticinios, os alimentos mais envolvidos sdo leite cru ou inadequadamente
pasteurizado e queijos. Alimentos relacionados a ovos, principalmente as saladas a base de
0Vvos, sorvetes e outros produtos de fabricacédo caseira também estdo entre os mais afetados.
Habitos alimentares, manuseio excessivo e a conservacao inadequada dos alimentos também
influenciam a epidemiologia das salmoneloses. Entre os sorovares de Salmonella, alguns
costumam ser mais especificos para cada animal: S. Dublin afeta o gado bovino, S.
Abortusovis 0 gado ovino, S. Choleraesuis os suinos e S. Pullorum e S. Gallinarum as aves
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Nos Estados Unidos, Canada, Japao e Brasil a S. enterica sorovar Typhimurium é o
sorotipo mais encontrado nos alimentos, entretanto os casos envolvendo S. enterica sorovar
Enteritidis tém aumentado em produtos que contenham ovos, pois esse sorotipo pode
colonizar o canal ovopositor das galinhas causando a contaminacdo da gema durante a
formacédo do ovo (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

As salmonelas resistem muito tempo nos alimentos desidratados e sdo sensiveis aos
tratamentos térmicos (pasteurizacdo e cozimento) assim como a irradiagdo, mas podem
crescer em alimentos armazenados entre 2°C e 4°C (SILVA, 2012), entretanto a condi¢do do
meio onde ela se encontra interfere na temperatura de destruicdo. Na presenca da agua a
resisténcia € menor do que em um alimento seco (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Além dos alimentos, pode ocorrer transmissao direta de pessoas ou animais infectados
ou ainda contaminacdo fecal-oral e por meio da agua (SHINOHARA et al., 2008).

E considerada uma das principais zoonoses na satde publica em todo mundo, devido

sua alta morbidade e dificuldades em seu controle, pois alguns sorotipos sdo multirresistentes
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a antibiéticos. O primeiro surto de salmonelose ocorreu em 1888 na Alemanha e foi descrito
por Gurtner, no qual 59 pessoas adoeceram, entre eles houve o 6bito de um jovem, 35 horas
apos ter ingerido 800 gramas de carne crua. Normalmente é necessdaria uma alta dose
infectante, em torno de 2,0x102% a 1,0x10%, dependendo do sorotipo e alimento envolvido,
entretanto em criancgas, idosos e imunodeprimidos a doenca pode ser fatal. O quadro de
salmonelose costuma se reverter apés 48 horas sem a necessidade de antibiticos, medida
gue deve ser seguida, pois seu uso prolonga a excrecao do agente e faz com que o portador
assintomatico selecione as salmonelas multirresistentes (SHINOHARA et al., 2008). Nos
Estados Unidos, a salmonelose atinge cerca de um milhdo de pessoas, com 19 mil

hospitalizac6es e 380 6bitos anualmente (CDC, 2015).

3.3.4 Listeria monocytogenes

O género Listeria compreende bactérias Gram-positivas em forma de cocobacilos,
anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos, ndo encapsulados e moveis entre 10°C
a 25°C (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001), porém se tornam imoveis a 37°C, sdo catalase
positiva com oxidase negativa, ureia e indol negativos, hidrolisam esculina e hemolisam
hemacias de ovino ou equino (COSTA, 2013). Crescem em temperatura de 1°C a 45°C, sendo
6tima a faixa entre 30°C a 37°C, com relatos de crescimento também a 0°C suportando
congelamentos e descongelamentos repetidos (MANTILLA et al., 2007). Seu pH de
crescimento varia entre 5 e 9 sendo 6timo entre 6 e 8 embora em meios de cultura possam
se multiplicar em pH em torno de 9,5. Apesar da Aw ser 6tima em 0,97 pode se multiplicar em
condi¢cbes mais baixas como 0,92 (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O género Listeria pode ser isolado do solo, agua, efluentes, alimentos ou fezes de
seres humanos e animais (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). Foi descrita pela primeira vez
em 1940 por James Pirie e conta atualmente com quinze espécies: Listeria monocytogenes,
Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii, Listeria
marthii, Listeria rocourtiae, Listeria fleischmannii, Listeria weihenstephanensis e cinco
espécies descobertas recentemente, em 2014: Listeria floridensis, Listeria aquatica, Listeria
cornellensis, Listeria riparia e Listeria grandensis (DEN BAKKER et al., 2014).

A listeriose pode ser considerada uma infec¢do de origem alimentar potencialmente
fatal que acomete principalmente gestantes, recém-nascidos, idosos e pessoas com sistema
imunoldgico debilitado. Os sintomas da doenca séo variados e podem causar manifestacdes
graves como aborto, sepse e meningoencefalite ou sintomas mais brandos como febre e

gastroenterite (COSTA, 2013). Nos Estados Unidos € a terceira principal causa de intoxicacao
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alimentar com aproximadamente 1.600 doentes anualmente, a maioria com necessidade de
cuidados hospitalares e 1 ébito a cada 5 pessoas infectadas (CDC, 2013). Entre todas as
espécies, duas se destacam por serem altamente patogénicas: L. monocytogenes e L.
ivanovii. A L. monocytogenes pode infectar humanos e outros animais como aves e mamiferos
domésticos e selvagens, ja a L. ivanovii é especifica para ruminantes (COSTA, 2013).

A L. monocytogenes estd associada a aproximadamente 98% dos casos de
contaminagcdo em humanos. Devido a sua ampla distribuicdo na natureza, sua presengca em
carnes cruas é quase inevitavel, podendo variar de 0 a 68% (MANTILLA et al., 2007), porém
entre os alimentos mais acometidos também estdo os queijos e lacteos, patés, salsichas,
peixe defumado, saladas e industrializados (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Ao entrar em contato com o hospedeiro por via oral, a Listeria atinge o trato intestinal
e se instala no figado para multiplicacédo, acdo controlada pelo sistema imune saudavel, porém
em pacientes debilitados essa constante exposicdo pode ocasionar bacteremia invadindo
o6rgaos secundarios como o cérebro e o Utero. O primeiro caso de listeriose humana foi
relatado em 1929, entretanto o primeiro isolamento foi de um paciente com meningite em 1921
na Franca por Jérome Dumont e Louis Cotoni (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Na década de 80 houve varios surtos de listeriose, entre eles, um surto causado por
salada de repolho tipo “coleslaw” no Canada. Em 1983 nos Estados Unidos, a contaminagéo
ocorreu com leite pasteurizado que afetou 49 pessoas, com indice de mortalidade de 29% e
em 1985 um surto envolvendo gueijo mole do tipo mexicano. Outro surto envolvendo queijo
mole também ocorreu na Suica entre 0os anos de 1983 e 1987 com 122 casos e 31 mortes
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Somente a partir de 1983, devido aos diversos casos, a
listeriose foi identificada como uma importante infeccdo de origem alimentar (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001).

O género Listeria compreende 17 sorovares, sendo que a L. monocytogenes possui
13 (JAY, 2005), dos quais apenas trés sorotipos (1/2a, 1/2b e 4b) sdo responsaveis por mais
de 90% dos casos de listeriose em humanos e animais, apesar do sorovar 1/2c ser
frequentemente isolado nos alimentos. As cepas 4b causam mais de 50% dos casos de
listeriose no mundo, mas cepas do grupo 1/2 (a, b e c) predominam nos alimentos (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001).

Seu periodo de incubagéo varia de 3 a 70 dias dificultando a origem da contaminagéo
alimentar. No Brasil, a listeriose humana é subnotificada e subdiagnosticada. A listeriose
causada pela L. monocytogenes pode ser invasiva ou ndo. Na forma invasiva ndo causa
sintomas gastrointestinais em humanos e na forma ndo invasiva costuma ocorrer uma
gastroenterite febril, entretanto com sintomas inespecificos que levam a doenca a ser
subdiagnosticada. Além da via oral também é possivel a contaminagéo por via respiratéria por

meio de aerossais, devido ao manejo de animais infectados (BARANCELLI et al., 2011).
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Considerando a importancia de Listeria monocytogenes em produtos lacteos, a
legislacao brasileira estabelece a auséncia da bactéria em 25 g de queijo (BRASIL, 2001a),
porém ela tem sido isolada em diferentes tipos de queijo nos continentes Americano e
Europeu (SILVA etal., 1999; PARK et al., 2002; RUDOLF; SCHERER, 2001). No Brasil, dentre
0s varios estudos, observa-se uma frequéncia na ocorréncia de 2,3% a 41,2% em queijos
comercializados. Essa variagdo pode ser devido ao tipo de amostragem, regido geografica ou
tipo de acondicionamento do produto (DESTRO; SERRANO; KABUKI, 1991; SILVA et al.,
1999).

A listeriose causada pela Listeria monocytogenes é considerada uma doenca
relativamente rara em comparacdo com outras DTA, entretanto devido a sua alta taxa de
letalidade, depois da salmonelose, é a segunda causa mais frequente de ébitos por doencas
transmitidas por alimentos na Europa (ALLERBERGER; WAGNER, 2010).

3.3.5 Clostridium sulfito redutores

O género Clostridium pertence a familia Bacilaceae, sdo bactérias Gram-positivas,
anaerdbias, ubiquas, formadoras de esporos e méveis (MASSOLI, 2014), exceto o Clostridium
perfringens devido a auséncia de flagelos (HOLT et al., 1994), algumas espécies sao
patogénicas causando infecgBes e intoxicacdes que acometem animais e seres humanos
devido a producéo de toxinas. Sua temperatura 6tima para crescimento é de 37°C a 45°C com
pH préximo a 7 (MASSOLI, 2014).

Clostridium sulfito redutores s@o bactérias que fazem parte da microbiota intestinal
tanto de seres humanos quanto de outros mamiferos e ndo se multiplicam em temperaturas
abaixo de 20°C ou na presenca de oxigénio, porém seus esporos sdo extremamente estaveis
podendo sobreviver em diversas condi¢des ambientais (ROBLES et al., 2000).

Os esporos podem ser responsaveis pelos estufamentos tardios nos queijos
(FURTADO, 1985). Em geral o estufamento ocorre de 10 dias até oito semanas apos a
fabricacdo, acompanhado de mau cheiro e sabor alterado (SENYK et al., 1989). No Brasil, os
estudos envolvendo esse patdgeno sdo escassos, mas sabe-se que queijos tipo parmeséao e
Emmental sdo os mais afetados (MESQUITA et al., 2001).

A utilizacéo dessas bactérias tem sido indicador de qualidade higiénica dos alimentos
e do seu tempo util de conservacédo. Quando esta em grande ndimero indica contaminacao da
matéria-prima e produzem endosporos altamente resistentes ao calor inclusive na
pasteurizacdo (DRUBI, 2005). Os Clostridium sulfito redutores possuem a capacidade de

reduzir o sulfito a sulfeto de hidrogénio a 46°C (SILVA, 2012) e em meios seletivos reagem
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com o ferro e precipitam na forma de sulfeto de ferro produzindo colbnias enegrecidas
(DRUBI, 2005).

O C. perfringens é classificado em cinco tipos toxigénicos: A, B, C, D e E de acordo
com as quatro toxinas principais que cada um apresenta. O tipo A s produz a toxina alfa, tipo
B produz as toxinas alfa, beta e épsilon, tipo C produz as toxinas alfa e beta, tipo D as toxinas
alfa e épsilon e o tipo E as toxinas alfa e iota (OTUKI, 2010).

O tipo A € o mais encontrado em toxinfeccdes em humanos, entretanto além das 4
principais, ha pelo menos 17 outras toxinas que podem ou ndo estar relacionadas aos diversos
guadros clinicos em humanos e animais, dentre esses a enterotoxina CPE (Clostridium
perfringens enterotoxin) € uma das toxinas confirmadas em casos de toxinfec¢do alimentar
causada por C. perfringens, altamente resistente ao processamento térmico. Entre 1999 e
2008 o C. perfringens foi o quarto agente mais frequente nas DTA no Brasil, raramente leva
ao O6bito, mas em pessoas debilitadas, idosos e criancas pode ser fatal (PIRES; SILVA,
LOBATO, 2011).

C. perfringens é comumente encontrado em carne crua e aves, e € umas das doencas
mais comuns transmitidas por alimentos nos Estados Unidos, estimando-se que haja
aproximadamente um milhdo de casos anualmente. Os sintomas se desenvolvem entre 6 e
24 horas, normalmente entre 8 e 12 horas, causam diarreia e coélicas abdominais que
comecam abruptamente e duram menos de 24 horas. Febre e vdimitos sdo incomuns e ndo é
transmitido entre pessoas. Criancas e idosos s8o0 0S mais suscetiveis para intoxicacao
alimentar por C. perfringens com sintomas mais graves como desidrata¢ao e duragdo mais
intensa, de 1 a 2 semanas. A doenca é causada pela ingestdo de alimentos contaminados
com a bactéria produtora da toxina, liberada no intestino da pessoa afetada durante o
processo de esporulacdo (CDC, 2014).

Os alimentos mais comuns de infeccdo por C. perfringens sdo carne bovina, aves,
molho e alimentos secos ou pré-cozidos, sendo mais facil quando preparados em grandes
quantidades e mantidos quentes antes de servir. E comum a ocorréncia de surtos onde a
demanda de pessoas € intensa como hospitais, cantinas escolares, prisées e asilos (CDC,
2014).

Para prevencgéo dos esporos de C. perfringens os alimentos devem ser cozidos em
temperaturas adequadas e mantidos em temperaturas abaixo de 5°C ou acima de 60°C.
Grandes porcdes de alimentos devem ser guardadas em pequenas quantidades e cobertas

para reter a umidade com reaguecimento no minimo a 74°C antes de servir (CDC, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LATICINIO

As amostras de queijo foram fornecidas por um laticinio localizado no Estado de Minas
Gerais, com SIF, seguindo as normas estabelecidas pela IN-62 de 26/08/2003 (BRASIL,
2003a). O Laticinio segue as normas sanitarias vigentes, no que diz respeito a qualidade do
leite recebido e utilizado na producdo dos queijos e atende todos os procedimentos de boas
praticas de fabricacdo e manipulacéo vigentes. Dessa forma, partiu-se da premissa de que 0s
gueijos produzidos atendam aos requisitos do Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade (RTIQ) do queijo tipo Emmental (BRASIL, 1996).

O estabelecimento produz uma larga gama de queijos, sendo o Emmental um de seus
principais produtos. A validade do Emmental em embalagem fechada no laticinio é de 30 dias
para embalagem resinada e de 90 dias para as embalagens a vacuo e atmosfera modificada.

Apbs a abertura de qualquer uma das embalagens a validade passa a ser de 5 dias.

4.1.1 Produgédo dos queijos

Foram produzidos no total 10 lotes do queijo tipo Emmental, com trés tipos de
embalagem e seis tempos de prateleira sendo um lote por semana, totalizando 180 amostras
de queijo. A tecnologia de producéao foi realizada de acordo com o preconizado por Furtado e
Lourenco Neto (1994).

Apoés a producéo dos lotes, cada peca foi porcionada em trés fragdes (Figura 5): uma
fracdo foi embalada a vacuo com equipamento (Selovac®), especifico para esse fim, na
segunda porcdo foi aplicada a resina de protecdo e a terceira por¢cdo foi embalada no
equipamento de atmosfera modificada.

Depois de embalados, os lotes foram alocados em uma embalagem secundéria e
mantidos em condicBes de refrigeracao entre 4°C a 8°C, sendo enviados para o Laboratério
de Bacteriologia Geral do Instituto Biolégico de Sao Paulo nas datas pré-estabelecidas para

a realizacdo das analises microbioldgicas.
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Figura 5 - Da esquerda para direita, amostras de queijos embaladas a vacuo (a), com resina
(b) e atmosfera modificada (c)

FONTE: Elaborado pela autora.

4.2 METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DO NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP)
DE COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES

4.2.1 Prova presuntiva

Figura 6 - Fluxograma da metodologia de prova presuntiva para determinagdo do NMP de

coliformes totais e termotolerantes

Amostras suspeitas de
coliformes totais e
termotolerantes sao
indicados pela formagao
de gas nos tubos

2592 0,2 g de queijo
+
225 mL agua peptonada
=10

Homogeneizadoem
Stomacher 400
Circulator (Seward®)

por 60 segundos

10 mLda 10" em cada um dos
3 tubos de Lauril Sulfato
Triptose (LST) (Difco®) = 10°

Os tubos foram
incubados a 36+1°C
por 24 a 48 horas

1 mL da diluicdo 102 na
terceira série de 3 tubos
contendo 0 mesmomeio

Fonte: Instrugdo Normativa 62 de 26/08/2003 modificada (BRASIL, 2003b).

1 mL da diluicdo 10" na
segunda série de 3
tubos contendo LST

Realizada a diluigdo
102 (9mL de agua
peptonada + 1 mLde
amostra 10")




4.2.2 Prova confirmatéria
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Figura 7 - Fluxograma da metodologia de prova confirmatéria para determinagdo do NMP de

coliformes totais e termotolerantes

Foram anotados todos
os tubos positivos de
LST na prova
presuntiva

T

Para cada tubo positivo foram
repicados 10 pL de LST em
tubos contendo caldo Bile
Verde Brilhante 2% (VB)
(Difco®)

Para cada tubo positivo foram
repicados 10 pL de LST em
tubos contendo caldo
Escherichia coli (EC) (Difco®)

Os tubos de VB foram
incubados a 36x1°C
por 24 a 48 horas

~_

<

Os tubos de EC foram
incubados a 45+0,2°C
por 24 a 48 horas

confirmados pela formacéo
anotados os numeros de tubos

Os coliformes totais e termotolerantes foram

cada série de diluicdo

degase
positivos em

Fonte: Instrugdo Normativa 62 de 26/08/2003 (BRASIL, 2003b).

A partir da combinacdo de nimeros correspondentes aos tubos que apresentaram

resultado positivo em cada um dos testes confirmativos, foi verificado o NMP na Tabela de
interpretacdo (ANEXO A) conforme Brasil (2003c).
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4.3 METODOLOGIA PARA CONTAGEM DE Staphylococcus COAGULASE
POSITIVA

Figura 8 - Fluxograma da metodologia para contagem de Staphylococcus coagulase
positiva

25 gt 0,2 gde queijo
+
225 mL agua peptonada
=101

Homogeneizadoem Foi inoculado 0,1 mL de cada
Stomacher 400 Foram realizadas duas di'Iuigéo s_obre a super_ﬂ'cie de

Circulator (Seward®) diluigdes: 102 e 1073 agar Baird-Parker (Difco®),
por 60 segundos com o auxilio da alca Drigalski

Testes complementares - Foram selecionadas
prova da catalase, coloragao lacas contendo entre . As placas foram
de Gram e prova da P . incubados a 36+1°C
coagulase com a utilizagdo do 20 @200 colonias por 30 a 48 horas
teste Staphyclin (Laborclin®) brancas

Devido a auséncia do telurito
de potassio no meio, as
coldnias suspeitas nao

cresceram negras

Fonte: Instrugdo Normativa 62 de 26/08/2003 modificada (BRASIL, 2003d).

O resultado final foi expresso considerando-se o0s dois primeiros algarismos
representativos, separados por virgula. Nos casos de algarismos subsequentes foram

arredondados e transformados em poténcia de 10 (BRASIL, 2003e).
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4.4 METODOLOGIA PARA ISOLAMENTO DE Salmonella spp.

Figura 9 - Fluxograma da metodologia para isolamento de Salmonella spp.

Homogeneizadoem

25gt+0,2gd ij
gt 0,2 gde queijo Stomacher 400

+
225 mL agua peptonada Circulator (Seward®)
por 60 segundos
Y
Foi inoculado aliquotas de 0,1 As amostras foram Foi inoculado aliquotas de
mL em tubos contendo 10 mL incubadas a 36°C por 1,0 mL em tubos contendo
de caldo Rappaport 16 a 20 horas (pré- 10 mL de caldo Selenito-
Vassiliadis (RP) (Difco®) enriquecimento) Cistina (SC) (Difco®)
Os tubos foram Os tubos foram
incubados a 41°C por incubados a 41°C por
24 a 48 horas 24 a 48 horas
Foi semeado 10 yL do caldo Foi semeado 10 plL do caldo
RP em agar MacConkey (MC) As placas foram SC em agar MacConkey (MC)
(Difco®) e 10 yL em agar incubadas a 36° por 24 a (Difco®) e 10 yL em agar
Salmonella-Shigella (SS) 48 horas Salmonella-Shigella (SS)
(Difco®) (Difco®)

Selegdo de 3 coldnias suspeitas de cada placa e ressuspendidas em 20 L de agua
deionizada estéril para realizagdo da PCR para identificacdo de Salmonella spp.
MC: coléniasincolores, entre transllcidas e ligeiramente opacas
S8: colbnias transparentes com halos enegrecidos

FONTE: Instrucdo Normativa 62 de 26/08/2003 modificada (BRASIL, 2003f).



4.4.1 PCR para identificacdo de Salmonella spp.

Figura 10 - Fluxograma da PCR para identificacdo de Salmonella spp.

10 uL da coldnia ressuspendida
em agua deionizada estéril

+
40 pL da mistura de reagentes
da PCR

PCR: 1,25 U Tag DNA polimerase
200 pM de cada desoxinucleotideo
Tampéo (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM KCI)
2 mM MgCl,
25 pmol de cada primer

1x Desnaturacéo inicial de 94°C por 10 minutos
Foram empregados Desnaturagdo a 94°C por 40 segundos
ciclos de temperatura 35x «{ Anelamento a 57°C por 40 segundos
para amplificagdo Extensao a 72°C por 40 segundos
1x Extensao final de 72°C por 10 minutos

h 4

Aliguotas de 10 pL das amostras

amplificadas foram homogeneizadas
com 1 pL de corante glicerinado
(Blue juice - Invitrogen®) e
submetidas a eletroforese

Controle positivo: cepas de Salmonella
spp. da colegdo do Laboratério de
Bacteriologia Geral do Instituto Biologico
Controle negativo: agua deionizada
estéril

Eletroforese: Gel de agarose a 1,0%
Tampéo TBE 0,5X (0,0045 M TRIS-Borato e
1 mM de EDTA pH 8,0)

Corante Gel Red (Nucleid Acid) (Biotium®)
Voltagem constante de 6-7 V/cm3

Visualizagao das bandas realizada em
transluminador de luz ultra-violeta (300-320 nm)
pelo sistema de foto documentagdo (Camera
Canon) e analisado com o software 1D Image
Analysis (Kodak Digital Science)

Fonte: Cortez et al. (2006).
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Quadro 2 - Sequéncia nucleotidica dos primers (Invitrogen®) que amplificam fragmento do

gene Inv A de Salmonella spp.

- TAMANHO DO -
GENE ALVO SEQUENCIA DE PRIMERS AMPL ICON ESPECIE
5 TTGTTACGGCTATTTTGACCA 3’
Inv A 521 pares de bases Salmonela spp.
5 CTGACTGCTACCTTGCTGATG &

Fonte: Cortez et al. (2006).
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4.5 METODOLOGIA PARA DETECCAO DE Listeria monocytogenes

Para 25 g £ 0,2 g de queijo foram adicionados 225 mL de caldo Fraser (Difco®), para

pré-enriguecimento da amostra, dentro de sacos plasticos estéreis, homogeneizado por

aproximadamente 60 segundos no Stomacher 400 Circulator (Seward®) e incubado a 30°C

por 24 horas (BRASIL, 2003g). Apés o periodo de incubacgéo, foram separados 1,5 mL da

amostra para posterior extracdo e realizacdo da PCR para identificacdo de Listeria

monocytogenes.

As suspensdes de 1,5 mL das amostras de queijo foram extraidas de acordo com o

protocolo de extracdo de DNA pelo reagente comercial DNAzol (Invitrogen®) adaptado de
Chomczynski (1993):

Centrifugacdo da amostra a 2000 rpm por 5 minutos;

Transferéncia de 500 pL do sobrenadante para novos tubos;

Nova centrifugagéo a 13.000 rpm por 20 minutos;

Descarte do sobrenadante e ressuspensao do pellet em 100 uL de TE;
Adicdo de 1 mL de DNAzol e homogeneizacao da amostra por inversao;
Centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos;

Descarte do sobrenadante e adigdo de 500 pL de etanol puro ao pellet;
Homogeneizacao por inversdo até a formagao de grumos brancos;
Centrifugacédo a 4.000 rpm por 2 minutos;

Descarte do sobrenadante por inversao;

Adicdo de 850 uL de etanol 75% e homogeneizacao do pellet com a pipeta;
Centrifugacédo a 4.000 rpm por 2 minutos;

Descarte do sobrenadante por inversao;

Nova adicdo de 850 pL de etanol 75% ao pellet;

Centrifugacdo a 4.000 rpm por 2 minutos;

Retirada do etanol com o auxilio da pipeta;

Foi aguardado em média 20 segundos até a completa evaporagéo do etanol;
O pellet foi ressuspenso em 100 yL de NaOH 8 mM;

Adicdo de 40 uL da solugado Hepes 0,1 M para ajustar o pH para neutro (7,0);

Medicdo do pH da amostra com tiras de pH para confirmacdo do mesmao.



4.5.1 PCR para identificagdo de Listeria monocytogenes

Figura 11 - Fluxograma da PCR para identificacdo de Listeria monocytogenes

10 yL da amostra extraida PCR: 1,25 U Tag DNA polimerase
+ 200 pM de cada desoxinucleotideo
40 uL da mistura de reagentes Tampao (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM KCI)
da PCR 2 mM MgCl,
30 pmol de cada primer
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Foram empregados
ciclos de temperatura
para amplificacdo

1x Desnaturaco inicial de 94°C por 10 minutos
Desnaturagao a 94°C por 30 segundos
30x -[ Anelamentoa 55°C por 30 segundos
Extenséo a 72°C por 45 segundos
1x Extenséo final de 72°C por 10 minutos

A4

Aliquotas de 10 pL das amostras Controle positivo: cepa de Listeria
amplificadas foram homogeneizadas monocytogenes adquirida sob o numero
com 1 pL de corante glicerinado ATCC 13932 (sorotipo 4b)
(Blue juice - Invitrogen®) e Controle negativo: agua deionizada
submetidas a eletroforese estéril

Eletroforese: Gel de agarosea 1,0%
Tampao TBE 0,5X (0,0045 M TRIS-Borato e
1 mM de EDTA pH 8,0)

Corante Gel Red (Nucleid Acid) (Biotium®)
Voltagem constante de 6-7 V/cm?

Fonte: Blais e Phillippe (1995).

Visualizacao das bandas realizada em
transluminador de luz ultra-violeta (300-320 nm)
pelo sistema de foto documentacdo (Cémera
Canon) e analisado com o software 1D Image
Analysis (Kodak Digital Science)

Quadro 3 - Sequéncia nucleotidica dos primers (Invitrogen®) que amplificam fragmento do
gene Listeriolisina de Listeria monocytogenes

- TAMANHO DO :
GENE ALVO SEQUENCIA DE PRIMERS AMPLICON ESPECIE
. 5 CATTAGTGGAAAGATGGAATG 3’ Listeria
Listeriolisina 730 pares de bases
5 GTATCCTCCAGAGTGATCGA 3 monocytogenes

Fonte: Blais e Phillippe (1995).
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4.6 METODOLOGIA PARA CONTAGEM DE Clostridium SULFITO REDUTORES

Figura 12 - Fluxograma da metodologia para contagem de Clostridium sulfito redutores

25 g+ 0,2 g de queijo
+

225 mL agua peptonada

=10
Foi inoculado 1 mL de cada
Homogeneizado em diluicdo em placas estéreis
Stomacher 400 Foram realizadas trés e adicionado 15 mL de agar
Circulator (Seward®) diluicdes: 102,10 e 10 Sulfito Polimixina
por 60 segundos Sulfadlaz!na (SPS) (Difco®)
pela técnica de “pour plate”
Realizacdo da leitura em As placas foram Apos solidificado,
placas contendo entre 20 e __ Incubadas, sem foram adicionados
200 coldnias negras inversao, a 36+1°C por mais 10 mL de agar
18 a 24 horas SPS a superficie

v

O resultado, multiplicado pela diluigdo
usada, corresponde ao numero de
Clostridium sulfito redutores presentes
por grama de amostra em analise

Fonte: Instrucdo Normativa 62 de 26/08/2003 modificada (BRASIL, 2003h).

4.7 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

As amostras foram analisadas conforme a Resolu¢cdo RDC n°12 de 2001 da ANVISA
(Quadro 4) (BRASIL, 2001a).
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Quadro 4 - Interpretacdo utilizada para plano de amostragem

TOLERANCIA A
GRUPO DE TOLERANCIA PARA AMOSTRA
MICRO-ORGANISMO | PARA AMOSTRA
ALIMENTOS INDICATIVA REPRESENTATIVA
n c m M
Coliformes a 45°Clg 103 5 2 5x102 103
Estaf.coag.positiva/g 103 5 2 102 103
Queijos de média
) . aro
umidade: 36% Salmonella spp./25g Ausente 5 0 Ausente -
Listeria
Ausente 5 0 Ausente -
monocytogenes/25g

FONTE: RDC n°12 de 2001 da ANVISA (BRASIL, 2001a).

n: € o numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas
individualmente. Nos casos nos quais o padrdo estabelecido é auséncia em 25 g, como para
Salmonella spp., Listeria monocytogenes e outros patdégenos, é possivel a mistura das
aliguotas retiradas de cada unidade amostral, respeitando-se a proporcao p/v (uma parte em

peso da amostra, para 10 partes em volume do meio de cultura em caldo).

c: é o numero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre os limites de
m e M (plano de trés classes). Nos casos em que 0 padrao microbioldgico seja expresso por

"auséncia", c € igual a zero, aplica-se o plano de duas classes.

m: é o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou lote com

gualidade intermediaria aceitavel.

M: é o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitavel do inaceitavel. Em
um plano de trés classes, M separa o lote com qualidade intermediaria aceitavel do lote

inaceitavel. Valores acima de M sao inaceitaveis.
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4.8 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial foi realizada no laticinio por 7 membros: gerente da qualidade,
coordenadora da qualidade, gerente de producéo, encarregado de producao, encarregado da
embalagem, encarregado da expedicéo e encarregado do almoxarifado.

Foi anotado o lote e tempo de prateleira das amostras de queijo para avaliagdo dos
seguintes critérios: sabor, odor, consisténcia e maciez.

As andlises sensoriais foram realizadas apenas nos lotes 8 e 9 com 90 dias de
prateleira e no lote 4, com 120 dias de prateleira. Para os demais lotes, néo foi possivel realizar
a analise devido as aliquotas ndo estarem em duplicata, uma para andlise sensorial e outra
para andlise microbiolégica. Sendo assim, apos aberto no laboratério de bacteriologia, as
amostras eram enviadas de volta ao laticinio, mas por se localizar em Minas Gerais chegavam

com tempo superior a 5 dias apds aberto, tempo maximo recomendado para degustacao.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo da proporcdo de amostras impréoprias entre as
amostras de embalagem resinada, embalagem a vacuo e embalagem de ATM e para cada
micro-organismo, foi utilizado o] teste ndo-parametrico de
qui-quadrado ou teste G (SIEGEL; CASTELLAN JUNIOR, 2006), com nivel de
significancia de 5%. Todos os calculos foram realizados com o0 programa

BioEstat versdo 5.03.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para discussao foram utilizados parametros com queijos de média umidade e/ou

maturados, semelhantes ao Emmental, devido ao ineditismo do presente estudo.

5.1 DETERMINACAO DO NMP DE COLIFORMES TOTAIS E
TERMOTOLERANTES

A determinacdo do NMP para coliformes totais era obrigatério para alimentos pela
portaria n°451 de 19 de setembro de 1997 (BRASIL, 1997), entretanto foi revogada e
substituida pela RDC n°12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001a), excluindo essa
obrigatoriedade, portanto para o presente estudo foi considerado o mesmo limite de coliformes
termotolerantes (10° NMP/g).

Das 180 amostras analisadas para coliformes totais, pelo método NMP, 6 (3,33%)

apresentaram populag&o acima do maximo permitido para coliformes totais (Tabela 1).

Tabela 1 - Porcentagem de amostras aceitaveis e nao aceitaveis para coliformes totais
(NMP/g) nos queijos analisados

Coliformes totais

Aceitaveis 174 96,67%
Nao aceitaveis 6 3,33%
Total de amostras 180 100%

FONTE: Elaborado pela autora.

Devido os coliformes totais n&o serem unicamente de origem fecal, sua presenca néo
significa que a contaminacgao tenha ocorrido dessa maneira, porém sua ocorréncia pode estar
relacionada a processamentos ou sanitizacdes inadequadas ou ainda recontaminacao apos
esses procedimentos (SOUSA, 2006), que em caso de contagens elevadas indicam a
deficiéncia na qualidade higiénico-sanitaria do produto (LUCAS et al., 2012).

Para os coliformes termotolerantes, apenas 1 amostra (0,56%) apresentou populacao

acima do maximo permitido (Tabela 2).
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Tabela 2 - Porcentagem de amostras aceitdveis e nao aceitaveis para coliformes
termotolerantes (NMP/g) nos queijos analisados

Coliformes termotolerantes

Aceitaveis 179 99,44%
Nao aceitaveis 1 0,56%
Total de amostras 180 100%

FONTE: Elaborado pela autora.

A presenca de coliformes termotolerantes em alimentos indica que o produto entrou
em contato diretamente com material fecal, sugerindo que a contaminacdo por esses
patégenos ocorra por meio de manipulacdo inadequada e sem condi¢cdes higiénicas
suficientes (DUARTE et al., 2005), fato que pode ter ocorrido na Unica amostra que apresentou
padrdo inaceitavel para esses patdgenos.

Das 6 amostras, 3 eram de embalagem a vacuo (duas de 45 dias e uma de 180 dias
de prateleira), 2 de embalagem resinada (uma de 150 dias e uma de 180 dias) e 1 amostra
de embalagem em atmosfera modificada (de 180 dias). Entre as 6 amostras, 1 (embalagem a
vacuo, lote 7) também apresentou populacao elevada para coliformes termotolerantes, dentro
da validade preconizada pelo laticinio, que de acordo com a legislagcdo vigente € a Unica
considerada impropria para consumo (Quadro 5).

Diante dos resultados é possivel perceber que a porcentagem de contaminacao foi
baixa em relacdo ao nimero de amostras, entretanto é necessario enfatizar que mesmo com
todos os cuidados na fabricacdo do queijo, houve falhas em determinado momento,

permitindo a entrada desses micro-organismos.
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Quadro 5 - Resultado dos coliformes totais e termotolerantes acima do valor maximo
permitido de acordo com a embalagem, lote e tempo de prateleira

EMBALAGEM | LOTE TEMPO DE PRATELEIRA RIECEILATPIO N0 SO IR

TOTAIS
VACUO 4 45 DIAS >1100 NMP/g
VACUO 7 45 DIAS >1100 NMP/g
RESINA 10 150 DIAS >1100 NMP/g
ATM 7 180 DIAS >1100 NMP/g
VACUO 9 180 DIAS >1100 NMP/g
RESINA 9 180 DIAS 1100 NMP/g

RESULTADO COLIFORMES

EMBALAGEM LOTE TEMPO DE PRATELEIRA TERMOTOLERANTES

VACUO 7 45 DIAS 1100 NMP/g

FONTE: Elaborado pela autora.

Resultados semelhantes ao do presente estudo foram descritos por Oliveira et al.
(2011) que também encontraram coliformes termotolerantes em 4 das 60 amostras analisadas
de queijo prato e mucarela provenientes de laticinios da regido Sul do Brasil e Castro et al.
(2012), observaram que das 12 amostras comercializados no Ceasa de Vitéria da Conquista
na Bahia, 6 (50%) amostras de queijo mucarela estavam fora do limite aceitavel pela
legislagdo para coliformes termotolerantes. Ja Salvador et al. (2001) verificaram que em 5 das
10 amostras de queijo prato, com SIF, obtidos de supermercados em Caxias do Sul, ho Rio
Grande do Sul, e embaladas pelo fabricante, apresentaram populacéo de coliformes totais
acima do aceitavel e para coliformes termotolerantes, 4 das 10 amostras apresentaram
resultados acima do permitido pela legislac&o vigente.

No mesmo estudo de Salvador et al. (2001) também foram analisadas 10 amostras de
gueijo prato obtidos dos mesmos supermercados, porém fatiados e embalados por
funcionarios do estabelecimento. Nesse caso, observou-se que 7 amostras para coliformes
totais e 4 para coliformes termotolerantes estavam acima do permitido. Em comparacéo aos
resultados das duas formas de embalagem, o aumento de amostras acometidas por
coliformes totais em queijo prato fatiado pelos supermercados sugerem que a contaminacao
ocorreu por meio de equipamento com limpeza ineficiente ou funcionarios com higiene
inadequada.

Marinheiro et al. (2015) também encontraram coliformes termotolerantes em 2 das 20
amostras de mucarela em peca e em 3 das 20 amostras de mucgarela fatiada produzidos

industrialmente sob inspecao federal ou estadual no municipio de Pelotas no Rio Grande do
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Sul, assim como Luna et al. (2009) em 1 das 30 amostras de queijo mucarela fatiado
comercializado em supermercados do Distrito Sanitéario IV de Recife — PE, e Santos-Koelln,
Mattana e Hermes (2009) em 4 das 7 amostras de queijo colonial comercializado em
supermercados da regido Oeste do Parana.

Contudo, tanto no mesmo estudo de Santos-Koelln, Mattana e Hermes (2009), porém
para andlise de queijo mugarela, quanto no estudo de Rodrigues et al. (2011) que analisaram
11 amostras de queijo mucarela produzidos no entorno de Goiania, em Goias, todas as
amostras foram negativas para coliformes.

Além dos autores citados, a presenca de coliformes ndo foi detectada em outros
estudos como o de Quintana e Carneiro (2007) em pesquisa de 60 amostras de queijo
mucarela analisadas adquiridas de um laticinio da cidade de Morrinhos em Goids e Etges
(2011) nas 50 amostras de queijo mucarela fatiados e embalados a vacuo adquiridas de
supermercados da regido noroeste do Rio Grande do Sul.

O estudo de Lucas et al. (2012), que encontraram em 1 das 8 amostras de queijo prato
analisadas valores acima do permitido para coliformes totais, e nenhuma para coliformes
termotolerantes, também vai de acordo com a legislacao vigente, visto que os coliformes totais
ndo sdo mais obrigatorios, sendo assim, todas as amostras foram consideradas préprias para
0 consumo.

A presenca de coliformes termotolerantes, principalmente E.coli pode ser associada
ao leite utilizado para preparo do queijo. Por serem bactérias termossensiveis, sua presenca
em queijos fabricados com leite pasteurizado, indica contaminacdo posterior ao preparo ou
pasteurizacao ineficaz (TAVARES; GARCIA, 1993).

Fagnani et al. (2013) realizaram um estudo em 4 laticinios da regido norte do Parana
para acompanhamento do processo de fabricacdo do queijo mucarela, com SIF, buscando
identificar os focos de contaminacdo. Foi identificado que apesar de receber leite cru com
elevadas contagens de coliformes totais e E.coli, ap0s a pasteuriza¢cdo, esses numeros foram
reduzidos em mais de 99%. O maior foco de contaminag&o ocorreu nas etapas inicias com
utensilios utilizados na coagulacdo, corte e desora da massa, elevando exponencialmente os
numeros de coliformes totais e termotolerantes, entretanto a filagem, salga e maturacao do
produto reduziram esses numeros para limites aceitaveis de acordo com a legislacdo. Em
relacdo as maos dos funcionéarios, também avaliada no estudo, apresentou contagens
elevadas para coliformes totais, porém nao foi possivel para os autores concluirem se essa
contaminacéo foi originada de higiene pessoal inadequada, visto que a massa ja apresentava
também altas contagens em algumas etapas do processamento. Para coliformes
termotolerantes, os indices encontrados estavam abaixo do preconizado pela legislagéo.

Todavia € necessario ressaltar que tanto a higiene pessoal dos funcionarios quanto dos
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utensilios e equipamentos utilizados nas producdes alimentares sdo fundamentais para

assegurar um produto de qualidade.

5.2 CONTAGEM DE Staphylococcus COAGULASE POSITIVA

Das 180 amostras analisadas, 17 amostras (9,44%) apresentaram populacdo acima
do maximo permitido (103 UFC/g) (Tabela 3) para SCP.
Todas as coldnias presuntivas de Staphylococcus spp. (100%) isoladas em agar Baird-

Parker foram confirmadas como coagulase positiva.

Tabela 3 - Porcentagem de amostras para Staphylococcus coagulase positiva aceitaveis e
nao aceitaveis nos queijos analisados

Staphylococcus coagulase positiva

Aceitaveis 163 90,56%
Nao aceitaveis 17 9,44%
Total de amostras 180 100%

FONTE: Elaborado pela autora.

Em relagdo ao tipo de embalagem, 7 amostras eram de embalagem a vacuo (trés de
90 dias, trés de 120 dias e uma de 150 dias), 4 de embalagem resinada (uma do dia zero,
uma de 90 dias, uma de 150 dias e uma de 180 dias) e 6 de embalagem em atmosfera
modificada (duas de 90 dias, duas de 120 dias, uma de 150 dias e uma de 180 dias) (Quadro
6).

De acordo com o tempo de prateleira, apenas uma amostra de embalagem resinada
apresentou populacdes elevadas para Staphylococcus coagulase positiva no dia 0, sugerindo
contaminacdo durante a producdo. Entre os demais tempos de prateleira, todas as
embalagens apresentaram contagens elevadas nos 90 dias, no qual exceto para embalagem
resinada, os demais ndo deveriam apresentar contagens elevadas visto que ainda estavam
dentro da validade. De modo geral, nenhuma das embalagens apresentou niveis aceitaveis

para Staphylococcus coagulase positiva dentro do prazo de validade estipulado pelo laticinio.
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Quadro 6 - Resultado da populacéo de Staphylococcus coagulase positiva acima dos limites
aceitaveis nos diferentes tipos de embalagens, lote e tempo de prateleira

EMBALAGEM | LOTE | TEMPO DE PRATELEIRA | RESULTADO
RESINA 3 0 DIAS 1,1 x 103 UFC/g
VACUO 3 90 DIAS 1,3 x 103 UFC/g

ATM 3 90 DIAS 1,4 x 103 UFC/g
RESINA 4 90 DIAS 2,6 x 10* UFClg
VACUO 5 90 DIAS 2,4 x 103 UFClg

ATM 7 90 DIAS 1,7 x 103 UFC/g
VACUO 9 90 DIAS 1,3 x 105 UFC/g
VACUO 1 120 DIAS 2,5 x 103 UFClg

ATM 1 120 DIAS 1,0 x 103 UFC/g
VACUO 6 120 DIAS 1,3 x 108 UFC/g
VACUO 9 120 DIAS 3,4 x 103 UFC/g

ATM 9 120 DIAS 1,2 x 103 UFC/g
VACUO 5 150 DIAS 3,0 x 103 UFC/g

ATM 5 150 DIAS 5,4 x 103 UFC/g
RESINA 6 150 DIAS 1,1 x 103 UFC/g
RESINA 5 180 DIAS 1,2 x 103 UFC/g

ATM 5 180 DIAS 1,6 x 103 UFC/g

FONTE: Elaborado pela autora.

Dentre os patdgenos analisados, Staphylococcus coagulase positiva foi 0 grupo que
demonstrou maior contaminacgdo acima dos limites aceitaveis, com 17 amostras (9,44%).

A presenca de estafilococos em alimentos € comum, porém quando encontrados em
gueijos que utilizam leite pasteurizado em seu preparo, a contaminacdo se associa ao
manipulador, pois 0 processo de pasteurizacdo é suficiente para eliminar esse patégeno,
entretanto em queijos maturados, dificilmente sédo detectados, devido as alteragdes quimicas
e microbiolégicas que ocorrem principalmente na maturagdo por mais de 60 dias (BOARI et
al., 2002).

Apesar dos Staphylococcus aureus serem frequentemente responsaveis por
intoxicacdes alimentares, outras espécies desse género sdo produtoras de coagulase e
toxinas termorresistentes, como o S. hyicus e S. intermedius, razéo pela qual € realizada a
pesquisa de SCP e n&do apenas dos Staphylococcus aureus nos alimentos (ASSUMPCAO et
al., 2003).

Em comparacdo a outros estudos a porcentagem de SCP encontrada em queijos &
variavel. As contagens para Staphylococcus coagulase positiva apresentaram-se acima do
permitido para Pietrowski et al. (2008) com 3 (18,75%) das 16 amostras de mucarela

comercializadas em Ponta Grossa no Parana, Rodrigues et al. (2011) com 4 (36%) das 11
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amostras de queijo mucarela produzidos em Goias e regido, Duarte, Barbosa e Barbosa
(2011), com 1 das 4 amostras de queijo mugarela fatiada coletadas no municipio de Luz, em
Minas Gerais, Marinheiro et al. (2015) com 4 das 20 amostras de mucarela fatiada e Santos-
Koelln, Mattana e Hermes (2009) com 2 das 7 amostras de queijo colonial.

Boari et al. (2002) encontraram em 5 das 16 amostras de queijos maturados adquiridos
do comércio de Lavras, em Minas Gerais, populacdes elevadas para S. aureus, ultrapassando
o limite permitido. As amostras eram de queijo Gorgonzola, Saint-Paulin, Provolone,
Cammembert e Gruyere. Salvador et al. (2001) encontraram em 5 das 10 amostras de queijo
prato embalado pelo fabricante populacées de Staphylococcus aureus acima do permitido na
legislacdo. Para queijo prato fatiado, 4 das 10 amostras estavam acima do permitido.

Alguns resultados sdo ainda mais preocupantes como os obtidos por Nascimento et
al. (2009) com 27 das 30 amostras de queijo tipo mucarela fatiado adquiridos de
supermercados do Distrito Sanitario IV de Recife - PE e Castro et al. (2012) das quais 12
amostras analisadas de queijo mucarela para Staphylococcus spp., 11 (91,66%)
apresentaram contagens acima do permitido, porém conforme descrito pelos autores, apenas
uma amostra estava na temperatura recomendada para comercializagéo (entre 4° e 8°C), a
gue provavelmente foi a Unica dentro dos limites aceitaveis. A manutencao de alimentos
contaminados por horas, entre 20° e 35°C, o0 que ocorreu em 6 das 12 amostras, facilita a
multiplicacdo de Staphylococcus coagulase positiva e a liberacdo de toxinas capazes de
provocar intoxicacdo alimentar. Portanto, ndo apenas a manipulagdo deve ser adequada
como também seu armazenamento.

Devido aos Staphylococcus spp. estarem presentes em 40% das pessoas sadias,
especialmente nas mucosas da nasofaringe, sugere-se que a contaminacao por esses micro-
organismos ocorra por meio dos manipuladores (FERREIRA et al., 2010), cuja suspeita ja
havia sido descrito por Raddi, Leite e Mendonca (1988) que realizaram um estudo com 48
manipuladores de alimentos dos principais estabelecimentos comerciais da cidade de
Araraquara-SP, sendo 44,1% deles portadores de S. aureus nas fossas nasais e 33,8% nas
maos. Outro fator preocupante é que entre 30 e 50% da populacdo sdo portadores de
Staphylococcus aureus e um terco até metade deles carreiam cepas enterotoxigénicas
(WIENEKE; ROBERTS; GILBERT, 1993)

Apesar de todo risco de contaminagéo atribuido a este patdgeno, € possivel obter um
alimento seguro, assim como Santos-Koelln, Mattana e Hermes (2009) na andlise de queijo
mucarela e Oliveira et al. (2011) nos quais todas as amostras estavam de acordo com a
legislacdo vigente para populacdo de Staphylococcus coagulase positiva. Menezes et al.
(2011) também ndo encontraram populacao elevada de SCP nas 22 amostras de queijo prato
e mucarela obtidos de um laticinio localizado no noroeste do Parana assim como Lucas et al.
(2012), Quintana e Carneiro (2007) e Etges (2011).
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Apesar da porcentagem de contaminacdo ser pequena nesse estudo, houve sua
ocorréncia e ha a necessidade de controles mais rigidos quanto ao seu processo de
fabricacdo, pois pelo género Staphylococcus ser ubiquitario é praticamente impossivel sua
total remocao no ambiente industrial, entretanto medidas preventivas como rigoroso controle
da matéria-prima, processamento adequado e implementacéo de programas de higienizacao
podem reduzir esse risco (LIMA, 2005).

No estudo conduzido por Fagnani et al. (2013), em laticinios localizados no Paran4, a
maior populacéo de S. aureus ocorreu apos a fermentacdo do queijo mucarela, com provavel
inicio na desora da massa, etapa na qual os funcionarios manipulam as massas. Assim sendo,
a fermentacdo pode ser a etapa que apresenta maiores riscos quando considerado o potencial
enterotoxigénico desse patdgeno, visto que as demais etapas da producao de queijo, reduzem
a populacao, porém nao eliminam suas toxinas pré-formadas.

Assumpcao et al. (2003) realizaram um estudo em um laticinio de Lavras em Minas
Gerais, acompanhando a producao de 5 amostragens de queijo prato. Na andlise realizada
todas as amostras de leite cru apresentaram populacdes elevadas de SCP e S. aureus,
entretanto, foram reduzidos a <1 UFC/mL apés a pasteurizacdo, evidenciando que a
contaminacao do produto final ndo esta relacionada a essa fonte em casos de pasteurizacdes
eficientes. Tanto a 4gua de imersdo quanto a salmoura ndo apresentaram esses patdgenos.
J4 as maos e os antebracos dos funcionarios evidenciaram a presenca desse patdgeno,
entretanto apenas um funcionario, com contagens acima do permitido, resultando o produto
final em impréprio para o consumo. Apesar de apenas um funcionario ter apresentado
populacdes elevadas de SCP, outras 2 amostragens chegaram ao final da producéo
improprias para o consumo, sugerindo que a contaminacao ocorreu por outros fatores néo
analisados pelos autores, comprovando que ndo apenas os funcionarios como todo material
e equipamentos envolvidos na producgéo dos alimentos devem ser rigorosamente monitorados

afim de reduzir a contaminacao por esses e outros patégenos.

5.3 DETECCAO DE Salmonella spp. POR ISOLAMENTO E PCR

Das 180 amostras previamente enriquecidas e cultivadas em caldos (RP e SC) e
agares (MC e SS) seletivos, 55 apresentaram colbnias suspeitas (Figura 13), todas em agar
MC. As colbnias foram separadas e realizada a PCR para confirmacdo de Salmonella spp.,
entretanto todas foram negativas para o género (Figura 14) descartando a necessidade de

diferenciacdo de sorovares entre Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium.
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Figura 13 - Colbnias transparentes suspeitas de Salmonella spp. em agar MacConkey
proveniente de caldo Rappaport Vassiliadis

FONTE: Elaborado pela autora.

Figura 14 - Resultados obtidos pela amplificagéo por PCR para detecgédo de Salmonella spp.

M R1 A1 A2 V3 A3 C+ C-

521 pb

FONTE: Elaborado pela autora.

M: Marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder - Invitrogen®); R1: Resina lote 1; Al:
ATM lote 1; A2: ATM lote 2; V3: Vacuo lote 3; A3: ATM lote 3 (todas as amostras referentes
a 0 dias de prateleira); C+: controle positivo; C-: controle negativo; pb: pares de base.

Entre as 180 amostras de queijo analisadas no presente estudo, todas estavam de
acordo com a RDC n°12 de 2001, que preconiza a auséncia de Salmonella spp. em 25 g de
alimento. Resultado igualmente obtido por Santos-Koelln, Mattana e Hermes (2009) para
gueijo mugarela e colonial, Oliveira et al. (2011), Rodrigues et al. (2011), Lucas et al. (2012)
e Yamaguchi et al. (2013), porém diferente do estudo de Castro et al. (2012) que isolaram o
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patdégeno de 4 (33,33%) das 12 amostras analisadas e Pietrowski et al. (2008) que isolaram
Salmonella spp. de 1 amostra (6,25%) ambos de queijo mucarela. Marinheiro et al (2015)
também encontraram Salmonella spp. em 1 das 20 amostras de mucarela fatiada e Etges
(2011) encontrou o patégeno em 1 das 50 amostras de queijo mucarela.

Salvador et al. (2001) também apresentaram resultados diferentes do presente estudo.
Das 10 amostras de queijo prato fatiado e embalado por supermercados, 1 apresentou
contaminagéo por Salmonella arizonae, diferente das 10 amostras embaladas pelo fabricante,
sugerindo que a contaminacdo ocorreu devido a manipulacdo de funcionario portador do
patégeno.

A presenca de bactérias lacticas e consequente producdo de acido lactico leva a
reducdo do pH do meio, desfavorecendo o crescimento de micro-organismos indesejaveis,
além de produzirem compostos antagbnicos como, por exemplo, as bacteriocinas,
restringindo o crescimento de patogenos (ANDRADE, 2006) que poderiam justificar a

auséncia de Salmonella spp. nesse estudo.

5.4 DETECCAO DE Listeria monocytogenes POR PCR

Das 180 amostras analisadas todas foram negativas para Listeria monocytogenes
apos extracdo e PCR (Figura 15) estando de acordo com a RDC n°12 de 2001, que preconiza

auséncia do micro-organismo em 25 g de alimento.
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Figura 15 - Resultados obtidos pela amplificagcdo por PCR para deteccdo de Listeria
monocytogenes

M V1 R1 A1 V2 R2 A2 V3 R3 A3 V4 R4 A4 C+ C-

730 pb

FONTE: Elaborado pela autora.

M: Marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder - Invitrogen®); V1: Vacuo lote 1; R1:
Resina lote 1; Al: ATM lote 1; V2: Vacuo lote 2; R2: Resina lote 2; A2: ATM lote 2; V3: Vacuo
lote 3; R3: Resina lote 3; A3: ATM lote 3; V4: Vacuo lote 4; R4: Resina lote 4; A4: ATM lote 4
(todas amostras referentes aos 45 dias de prateleira); C+: controle positivo; C-: controle
negativo; pb: pares de base.

Resultados diferentes foram obtidos por Oliveira et al. (2011) que encontraram o
patégeno em 4 das 60 amostras analisadas de queijo prato e mucarela na regido sul do pais
e Silva et al. (2015) que detectaram o patégeno em 2 das 19 amostras de queijo mucarela
fatiado adquirido de supermercados e padarias de Goiania. Entre as amostras positivas, uma
foi de L. monocytogenes e a outra de L. innocua.

Em um estudo conduzido por Lima et al. (2015) foram analisadas 34 amostras de
gueijo mucarela fatiado, adquiridos de padarias e supermercados de Goiania, em Goias. Das
34 amostras analisadas, 4 confirmaram presenca de Listeria monocytogenes e 1 para L.
innocua.

Marinheiro et al (2015) também encontraram Listeria monocytogenes em 1 das 20
amostras de mucarela fatiada assim como Gonzélez, Salas e Phillips (2009), que das 48
amostras de queijo tipo Edam provenientes aleatoriamente de comércios, dos municipios de
Maracaibo e S&o Francisco, no Estado de Zulia, na Venezuela, 7 amostras foram positivas
para Listeria spp. Das 7 amostras foram isoladas 72 coldnias, das quais 11 foram realizadas
provas bioquimicas para identificacdo da espécie, resultando em: 5 col6nias de L. welshimeri,
3 colbnias de L. grayi, 2 colonias de L. innocua e 1 coldnia de L. monocytogenes.
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De acordo com Pianta et al. (2008), 2 das 3 amostras de queijo colonial obtidos no
Estado do Rio Grande do Sul, fabricados de forma industrializada estavam contaminadas por
Listeria monocytogenes, bem como no estudo conduzido por Bernardy et al. (2006) que 2 das
3 amostras de queijo colonial industrializadas obtidas também do Rio Grande do Sul,
apresentaram Listeria monocytogenes e Silva et al. (2011) que relataram um estudo realizado
por Pompermayer em 2002, no qual o autor detectou a presenca de Listeria monocytogenes
em 8 das 100 amostras analisadas de queijo de média umidade no Rio Grande do Sul.

Nem sempre a deteccdo de Listeria monocytogenes é possivel devido a sua baixa
concentracao no leite cru, assim como sua competicdo entre os demais micro-organismos
(MEYER-BROSETA et al., 2003), justificando a auséncia do patégeno no presente estudo,

mesmo apos a utilizacdo de caldo Fraser para enriquecimento do micro-organismo.

5.5 CONTAGEM DE Clostridium SULFITO REDUTORES

Das 180 amostras nenhuma apresentou placas com colénias enegrecidas suspeitas
(Figura 16), portanto ndo foi necessario a confirmagéo das colbnias e posterior diferenciagéo

para Clostridium perfringens.

Figura 16 - Amostra negativa para Clostridium sulfito redutores em agar SPS

FONTE: Elaborado pela autora.

No presente estudo, todas as amostras foram negativas para Clostridium sulfito
redutores. Resultados semelhantes aos obtidos por Ritter, Santos e Bergmann (2001), que

analisaram 30 amostras de queijo colonial produzido e comercializado por pequenos
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produtores no Rio Grande do Sul e, mesmo utilizando leite n&o pasteurizado, ndo encontraram
este patdgeno.

De acordo com a RDC n°12 de 2001, os Clostridium sulfito redutores séo exigidos
apenas para produtos carneos, portanto sdo escassos 0s estudos de queijo que possuem
analise para esses patdgenos, entretanto sua pesquisa é importante, pois 0s esporos de
Clostridium sulfito redutores nestes produtos, séo indicadores de contaminacdo externa,
provenientes do leite e do ambiente em que foi ordenhado, nos casos de leite cru, assim como
as demais etapas na producéo do queijo, bem como o manuseio e conservacao do alimento,
tendo em vista que esses micro-organismos podem resistir a pasteurizacao do leite vindo mais
tarde a proliferar no queijo (MARQUES, 1997).

Durante o periodo de analises, foi observado que 21 (11,67%) das 180 amostras

apresentavam pontos de bolor (Tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagem de amostras com presenca ou auséncia visual de bolores nos queijos
analisados

Bolores
Presenca 21 11,67%
Auséncia 159 88,33%
Totals de amostras 180 100%

FONTE: Elaborado pela autora.

Nos 45 dias de tempo de prateleira, as 2 amostras que apresentaram a contaminagao
por bolores eram queijos com a embalagem resinada. Nos 90 dias, 3 embalagens pertenciam
a vacuo, 1 resinada e outra de ATM. Aos 120 dias, 2 eram de embalagem a vacuo, 1 de
embalagem resinada e 3 de embalagem em ATM. Nos 150 dias, 1 embalagem foi a vacuo, 3
resinada e 1 de ATM. Para os 180 dias, 1 amostra foi de embalagem a vacuo, 1 resinada e 1
de ATM (Quadro 7). Dentre as embalagens, apenas a resinada apresentou bolor ap6s o tempo
de validade de 30 dias. As demais embalagens comecaram a apresentar pontos de bolor

ainda dentro do prazo de validade limitrofe de 90 dias.
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Quadro 7 - Amostras de queijo Emmental que apresentaram bolor por tipo de embalagem,

lote e dias de prateleira

EMBALAGEM | LOTE PTREAMrEEE?REA
RESINA 2 45 DIAS
RESINA 3 45 DIAS
RESINA 2 90 DIAS
VACUO 3 90 DIAS
VACUO 5 90 DIAS

ATM 6 90 DIAS
VACUO 9 90 DIAS
ATM 1 120 DIAS
RESINA 2 120 DIAS
VACUO 4 120 DIAS
ATM 4 120 DIAS
VACUO 7 120 DIAS
ATM 10 120 DIAS
RESINA 1 150 DIAS
RESINA 2 150 DIAS
RESINA 3 150 DIAS
ATM 5 150 DIAS
VACUO 7 150 DIAS
ATM 2 180 DIAS
RESINA 2 180 DIAS
VACUO 7 180 DIAS

FONTE: Elaborado pela autora.

A ocorréncia desses agentes é mais comum em alimentos com baixo percentual de

agua e/ou elevada porg¢éo de lipideos como améndoas e castanhas, entretanto pode acometer

outros tipos de alimentos. Seu risco maior é devido a presenca de micotoxinas que algumas

espécies podem produzir, pois ao serem ingeridos, acumulam-se no organismo causando

diversos transtornos que vao desde ataques hepéaticos até alguns tipos de cancer (FIB, 2008).

Para realizacdo da contagem de bolores e leveduras em um alimento, deve ser
utilizada a IN-62 (BRASIL, 2003i), assim como a RDC n°07 de 18 de fevereiro de 2011 da
ANVISA para andlise apenas das micotoxinas presentes nos alimentos (BRASIL, 2011),

entretanto, de acordo com a RDC n°12 de 2001, as andlises para esses micro-organismos

nao sdo mais obrigatdrias para queijos, apenas para doces, purés, massas e geleias ndo

estéreis comercialmente, além

imunocomprometidos.

da

alimentacédo

para imunossuprimidos

e
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5.6 ANALISE SENSORIAL

A embalagem resinada nos 3 lotes analisados (lotes 8 e 9 com 90 dias e lote 4 com
120 dias) apresentou sabor alterado, amargo ao invés de levemente adocicado, e intenso
provavelmente devido a contaminagé&o por bolores, que ao chegarem ao laboratério nao foram
observados, mas estavam presentes no momento da analise sensorial.

As embalagens a vacuo e com atmosfera modificada dos mesmos lotes néo
apresentaram alteracdo de sabor e mantiveram sua consisténcia firme e maciez caracteristica
do queijo tipo Emmental, apesar dos lotes 4 com 120 dias nas embalagens a vacuo e
atmosfera modificada e o lote 9 com 90 dias na embalagem a vacuo terem chegado ao
laborat6rio ja com pontos de bolor.

Do aspecto visual, 0 que se percebeu durante as analises foi que o0 queijo em
embalagem resinada se tornou ressecado conforme o passar dos dias, tendo sempre que
estar envolto em embalagens vedadas, pois do contrario, o corte se tornava muito dificil.

J4 a embalagem de atmosfera modificada se mostrou muito imida. Ao passar dos
dias, tanto a embalagem quanto o queijo ficavam excessivamente Umidos, com aspecto
diferenciado do inicio da producao.

A embalagem a vacuo apesar de deformar o produto, conseguiu manter as
caracteristicas visuais do mesmo e, com o passar dos dias, ndo apresentou ressecamento ou

excesso de umidade visivel como os demais.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

5.7.1 Coliformes totais e termotolerantes

Proporcdo de amostras impréprias entre as amostras com embalagem a vacuo: 3/60
(5%).

Proporcédo de amostras impréprias entre as amostras com embalagem resinada: 2/60
(3,33%).

Proporcédo de amostras improprias entre as amostras com embalagem de ATM: 1/60
(1,67%).

Valor de P: 0,583
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Interpretacdo: ndo houve diferenca significativa entre as amostras positivas de queijo

nas embalagens a vacuo, resinada e ATM.

5.7.2 Staphylococcus coagulase positiva

Proporcdo de amostras improprias entre as amostras com embalagem a vacuo: 7/60
(11,67%).

Proporcéo de amostras improprias entre as amostras com embalagem resinada: 4/60
(6,67%).

Proporcdo de amostras impréprias entre as amostras com embalagem de ATM: 6/60
(10%).

Valor de P: 0, 635

Interpretac&o: ndo houve diferenca significativa entre as amostras positivas de queijo

nas embalagens a vacuo, resinada e ATM.

5.7.3 Salmonella spp.

Proporcédo de amostras impréprias entre as amostras com embalagem a vacuo: 0/60
(0%).

Proporcéo de amostras improprias entre as amostras com embalagem resinada: 0/60
(0%).

Proporcdo de amostras improprias entre as amostras com embalagem de ATM: 0/60
(0%).

Valor de P: 1,000.

Interpretacdo: ndo houve diferenca significativa entre as amostras positivas de queijo

nas embalagens a vacuo, resinada e ATM.

A populacdo deve ter acesso a produtos de qualidade, tanto em valores nutritivos
guanto em condicdes higiénicas adequadas assegurando a saude do consumidor (CORREIA;
RONCADA, 1997), portanto sdo necessarias diversas medidas de seguranca para fabricacao
dos alimentos como a RDC n°275 de 2002, que visa garantir essa qualidade em indUstrias
alimentares (BRASIL, 2002).
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Como nenhuma das embalagens apresentou diferenca significativa em relacdo aos
micro-organismos pesquisados, ndo pode ser avaliada qual embalagem seria mais adequada
em relacdo a reducdo dos custos de producdo, em decorréncia do aumento da vida de
prateleira.

S&0 necessarias medidas mais rigorosas de fabricacdo para o aumento da vida de
prateleira do queijo tipo Emmental, tanto do ponto de vista bacteriol6gico como micoldgico,
pois a presenca de bolores foi observada em amostras dos lotes a partir dos 45 dias de

prateleira e nos trés tipos de embalagens.
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6 CONCLUSOES

Apés avaliagdo dos parametros estudados, pode-se concluir que:

— As amostras com coliformes totais e termotolerantes acima dos valores

aceitaveis para consumo foram inferiores a 5%.

— Staphylococcus coagulase positiva foram os mais frequentemente encontrados

com 9,44% (17 amostras).

— Auséncia de Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Clostridium sulfito

redutores em todas as amostras.

— Nenhuma das embalagens apresentou diferenca significativa em relacdo aos

micro-organismos pesquisados.

— Das trés embalagens a que apresentou melhor aspecto visual apds os 180 dias

de prateleira foi a embalagem a vacuo.

— Sao necessérias medidas mais rigorosas de fabricagcéo para o aumento da vida

de prateleira do queijo tipo Emmental e consequente reducdo em seus custos de producéo.
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Apéndice A - Resultado de coliformes totais e termotolerantes pelo método do NMP/g, nos 3
tipos de embalagem (vacuo, resina e atmosfera modificada), nos diferentes
lotes e dias avaliados

Lote 1 ao 10 com O dias de prateleira

EMBALAGEM LOTE DIAS Coliformes Totais | Coliformes Termotolerantes
VACUO 1 0 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 1 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 1 0 DIAS 93 NMP/g 7,4 NMP/g
VACUO 2 0 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g
RESINA 2 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 2 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 3 0 DIAS 9,2 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 3 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 3 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 4 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 4 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 4 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 5 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 5 0 DIAS 93 NMP/g 7,4 NMP/g

ATM 5 0 DIAS 28 NMP/g 7,4 NMP/g
VACUO 6 0 DIAS 3,6 NMP/g 9,2 NMP/g
RESINA 6 0 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 6 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 7 0 DIAS 9,2 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 7 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 7 0 DIAS 3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 8 0 DIAS 240 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 8 0 DIAS 9,2 NMP/g 3,6 NMP/g

ATM 8 0 DIAS 43 NMP/g 3,6 NMP/g
VACUO 9 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 9 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 9 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 10 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 10 0 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 10 0 DIAS 15 NMP/g <3,0 NMP/g

FONTE: Elaborado pela autora.



Continuagdo Apéndice A - Lote 1 ao 10 com 45 dias de prateleira

EMBALAGEM LOTE DIAS Coliformes Totais | Coliformes Termotolerantes
VACUO 1 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 1 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 1 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 2 45 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 2 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 2 45 DIAS 15 NMP/g 3,6 NMP/g
VACUO 3 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 3 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 3 45 DIAS 9,2 NMP/g 9,2 NMP/g
VACUO 4 45 DIAS _ 11 NMP/g
RESINA 4 45 DIAS 23 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 4 45 DIAS 43 NMP/g 3,0 NMP/g
VACUO 5 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 5 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 5 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 6 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 6 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 6 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 7 45 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g

ATM 7 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 8 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 8 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 8 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 9 45 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 9 45 DIAS <3,0 NMP/g 3,6 NMP/g

ATM 9 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 10 45 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 10 45 DIAS 15 NMP/g 9,2 NMP/g

ATM 10 45 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g

FONTE: Elaborado pela autora.

Preenchimento em vermelho: amostras acima dos limites aceitaveis pela ANVISA.
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Continuagdo Apéndice A - Lote 1 ao 10 com 90 dias de prateleira

EMBALAGEM LOTE DIAS Coliformes Totais | Coliformes Termotolerantes
VACUO 1 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 1 90 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 1 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 2 90 DIAS 9,2 NMP/g 3,6 NMP/g
RESINA 2 90 DIAS 3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 2 90 DIAS <3,0 NMP/g 3,6 NMP/g
VAcuo 3 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 3 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 3 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 4 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 4 90 DIAS 9,2 NMP/g 21 NMP/g

ATM 4 90 DIAS 15 NMP/g <3,0 NMP/g
VAcuo 5 90 DIAS 3,6 NMP/g 23 NMP/g
RESINA 5 90 DIAS <3,0 NMP/g 3,6 NMP/g

ATM 5 90 DIAS <3,0 NMP/g 93 NMP/g
VACUO 6 90 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g
RESINA 6 90 DIAS 3,6 NMP/g 9,2 NMP/g

ATM 6 90 DIAS 9,2 NMP/g 9,2 NMP/g
VACUO 7 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 7 90 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g

ATM 7 90 DIAS <3,0 NMP/g 9,2 NMP/g
VACUO 8 90 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g
RESINA 8 90 DIAS 21 NMP/g 7,4 NMP/g

ATM 8 90 DIAS 9,2 NMP/g 9,2 NMP/g
VACUO 9 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 9 90 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g

ATM 9 90 DIAS 23 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 10 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 10 90 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 10 90 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g

FONTE: Elaborado pela autora.
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Continuagdo Apéndice A - Lote 1 ao 10 com 120 dias de prateleira

EMBALAGEM LOTE DIAS Coliformes Totais | Coliformes Termotolerantes
VACUO 1 120 DIAS 3,6 NMP/g 9,2 NMP/g
RESINA 1 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 1 120 DIAS 3,6 NMP/g 93 NMP/g
VACUO 2 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 2 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 2 120 DIAS 7,4 NMP/g 7,4 NMP/g
VACUO 3 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 3 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 3 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 4 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 4 120 DIAS 9,2 NMP/g 9,2 NMP/g

ATM 4 120 DIAS 9,2 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 5 120 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 5 120 DIAS 43 NMP/g 23 NMP/g

ATM 5 120 DIAS 7,4 NMP/g 3,0 NMP/g
VACUO 6 120 DIAS 23 NMP/g 23 NMP/g
RESINA 6 120 DIAS 15 NMP/g 15 NMP/g

ATM 6 120 DIAS 240 NMP/g 240 NMP/g
VACUO 7 120 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g
RESINA 7 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 7 120 DIAS 240 NMP/g 93 NMP/g
VACUO 8 120 DIAS 150 NMP/g 43 NMP/g
RESINA 8 120 DIAS 43 NMP/g 43 NMP/g

ATM 8 120 DIAS 9,2 NMP/g 9,2 NMP/g
VACUO 9 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 9 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 9 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 10 120 DIAS 23 NMP/g 23 NMP/g
RESINA 10 120 DIAS 23 NMP/g 3,6 NMP/g

ATM 10 120 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

FONTE: Elaborado pela autora.
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Continuagdo Apéndice A - Lote 1 ao 10 com 150 dias de prateleira

EMBALAGEM LOTE DIAS Coliformes Totais | Coliformes Termotolerantes
VACUO 1 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 1 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 1 150 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g
VACUO 2 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 2 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 2 150 DIAS 23 NMP/g 9,2 NMP/g
VACUO 3 150 DIAS 23 NMP/g 3,6 NMP/g
RESINA 3 150 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g

ATM 3 150 DIAS 93 NMP/g 43 NMP/g
VACUO 4 150 DIAS 150 NMP/g 9,2 NMP/g
RESINA 4 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 4 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 5 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 5 150 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 5 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 6 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 6 150 DIAS 7,4 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 6 150 DIAS 43 NMP/g 3,6 NMP/g
VACUO 7 150 DIAS 93 NMP/g 93 NMP/g
RESINA 7 150 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 7 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 8 150 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 8 150 DIAS 43 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 8 150 DIAS 150 NMP/g 150 NMP/g
VACUO 9 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 9 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 9 150 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 10 150 DIAS 21 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 10 150 DIAS 6,1 NMP/g

ATM 10 150 DIAS 240 NMP/g 9,4 NMP/g

FONTE: Elaborado pela autora.

Preenchimento em vermelho: amostras acima dos limites aceitaveis pela ANVISA.
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Continuagdo Apéndice A - Lote 1 ao 10 com 180 dias de prateleira

EMBALAGEM LOTE DIAS Coliformes Totais | Coliformes Termotolerantes
VACUO 1 180 DIAS 23 NMP/g 23 NMP/g
RESINA 1 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 1 180 DIAS 3,6 NMP/g 3,6 NMP/g
VACUO 2 180 DIAS 240 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 2 180 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 2 180 DIAS 15 NMP/g 3,0 NMP/g
VACUO 3 180 DIAS 43 NMP/g 3,0 NMP/g
RESINA 3 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 3 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 4 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 4 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 4 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 5 180 DIAS 9,2 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 5 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 5 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 6 180 DIAS 460 NMP/g 36 NMP/g
RESINA 6 180 DIAS 460 NMP/g 29 NMP/g

ATM 6 180 DIAS 23 NMP/g <3,0 NMP/g
VACUO 7 180 DIAS 240 NMP/g 6,2 NMP/g
RESINA 7 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g

ATM 7 180 DIAS _ <3,0 NMP/g
VACUO 8 180 DIAS 460 NMP/g 93 NMP/g
RESINA 8 180 DIAS 240 NMP/g 3,0 NMP/g

ATM 8 180 DIAS 460 NMP/g 7,4 NMP/g
VACUO 9 180 DIAS 3,0 NMP/g
RESINA 9 180 DIAS 23 NMP/g

ATM 9 180 DIAS 23 NMP/g 3,6 NMP/g
VACUO 10 180 DIAS <3,0 NMP/g <3,0 NMP/g
RESINA 10 180 DIAS 43 NMP/g 9,2 NMP/g

ATM 10 180 DIAS 3,6 NMP/g <3,0 NMP/g

FONTE: Elaborado pela autora.

Preenchimento em vermelho: amostras acima dos limites aceitaveis pela ANVISA.
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Apéndice B - Resultado das andlises microbiolégicas para Staphylococcus coagulase
Listeria monocytogenes, Clostridium sulfito
redutores e aspecto visual de bolores

positiva, Salmonella spp.,

Lote 1 ao 10 com O dias de prateleira

. . Clostridium
EMBALAGEM | LOTE| DIAS Cg;zzﬂ‘;’;‘;"sg;‘t‘if/ . iﬂ;“‘zggg)a monlc_)f;fczlgaenes . ;”Jigfes (i%ll-:(ég?g
(250) (250) VISUAL)
VACUO 1 0 DIAS 4,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 1 0 DIAS <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 1 0 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 2 0 DIAS 7,3 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 2 0 DIAS 3,1 x 102UFCl/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 2 0 DIAS 2,0 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 3 0 DIAS 1,0 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 3 0 DIAS _ Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 3 0 DIAS 9,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 4 0 DIAS 9,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 4 0 DIAS 2,0 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 4 0 DIAS 1,0 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 5 0 DIAS <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 5 0 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 5 0 DIAS 1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 6 0 DIAS <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 6 0 DIAS 7,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 6 0 DIAS <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 7 0 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 7 0 DIAS 1,3 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 7 0 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 8 0 DIAS 1,1 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 8 0 DIAS 1,1 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 8 0 DIAS 1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 9 0 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 9 0 DIAS 5,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 9 0 DIAS 1,2 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 10 0 DIAS 3,3 x 102 UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 10 0 DIAS 6,1 x 102 UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 10 0 DIAS 1,2 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A

FONTE: Elaborado pela autora.

Preenchimento em vermelho: amostras acima dos limites aceitaveis pela ANVISA.

S.A.: Sem alteracao.




Continuagdo Apéndice B - Lote 1 ao 10 com 45 dias de prateleira
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Listeria GRS | 2on erres
EMBALAGEM |LOTE | DIAS | _ fézﬂ'f;fé‘écﬁéﬁ?ﬁ . S:{‘)'E‘Egseg)"" mono&)gg)genes R%:”nges (lelgggg)o
VACUO 1 45 DIAS | 2,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 1 45 DIAS 3,9 x 102 UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 1 45 DIAS | 1,1 x 102UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 2 45 DIAS | 2,0 x 10 UFC/qg est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 2 | 45DIAS | <1,0 x 10UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia _ [ICIGUONN
ATM 2 45 DIAS | 2,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 3 45 DIAS | 1,2 x 102UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 3 | 45DIAS | 2,0x 10UFC/gest. | Auséncia Auséncia Auséncia _ [ICIGUONN
ATM 3 45 DIAS | 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 4 45 DIAS 5,2 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 4 45 DIAS 3,5 x 102 UFCl/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 4 45 DIAS | 1,5 x 102UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 5 45 DIAS | 4,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 5 45 DIAS | 1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 5 45 DIAS | 7,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 6 45 DIAS | 4,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 6 45 DIAS | 8,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 6 45 DIAS | 1,5 x 102UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 7 45 DIAS | 1,4 x 102UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 7 45 DIAS | 7,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 7 45 DIAS | 1,0 x 102 UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 8 45 DIAS | 2,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 8 45 DIAS | <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 8 45 DIAS | 5,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 9 45 DIAS | 1,5 x 102UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 9 45 DIAS | 1,5x 102 UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 9 45 DIAS | 1,3 x 102UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 10 45 DIAS | 7,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 10 | 45 DIAS 4,2 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 10 | 45DIAS 3,6 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A

FONTE: Elaborado pela autora.

Preenchimento em vermelho: indicacdo visual de bolores.
S.A.: Sem alteracao.
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Listeria SIS | e erres
EMBALAGEM |LOTE| DIAS | ()S;Zz'l‘gs'gcp";;‘:i\sla iﬂ??ggg;‘ monoE:ZyStg)genes R%:ngr)es (@?55250
VACUO 1 90 DIAS | 4,0x10 UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 1 90 DIAS | 1,0 x 10 UFC/qg est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 1 90 DIAS | 6,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 2 90 DIAS 5,6 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 2 90 DIAS | 5,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 2 90 DIAS | 1,8 x 102UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 3 | 90 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 3 | 90DIAS Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 3 90 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 4 | 90 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 4 90 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 4 90 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 5 | 90 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 5 90 DIAS | 1,3 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 5 90 DIAS | 4,0 x 10 UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 6 90 DIAS 2,0 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 6 90 DIAS | 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 6 90 DIAS | 1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 7 90 DIAS | 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 7 90 DIAS | 7,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 7 90 DIAS _ Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 8 90 DIAS 2,0 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 8 90 DIAS | 1,7 x 102UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 8 90 DIAS 7,0 x 102 UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 9 90 DIAS ; Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 9 90 DIAS 8,6 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 9 90 DIAS | 8,0 x10 UFC/g est. | Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 10 90 DIAS 7,0 x 102 UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 10 | 90 DIAS 6,2 x 102 UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 10 | 90 DIAS 2,6 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia

FONTE: Elaborado pela autora.

Preenchimento em vermelho: amostras acima dos limites aceitaveis pela ANVISA e
indicacgéo visual de bolores.
S.A.: Sem alteracéo.
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Listeria SIS | 2on ryes
EMBALAGEM | LOTE | DIAS . f;g%'l‘g’s'gcg’:;i‘:ii a Ss‘?)';'?‘zgseg)"" monoz:zystg)genes R%:ngr)es (Q/SIgEEI)O
VACUO 1 120 DIAS ‘ Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 1 | 120 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia SA.
ATM 1 120 DIAS ‘ Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 2 120 DIAS 1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 2 120 DIAS 1,0 x 10 UFC/qg est. Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 2 120 DIAS 9,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 3 120 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 3 120 DIAS 7,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 3 120 DIAS | <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 4 120 DIAS 5,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
RESINA 4 | 120 DIAS 1,6 x 102 UFClg Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 4 120 DIAS 2,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 5 120 DIAS 4,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 5 120 DIAS 5,2 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 5 120 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 6 120 DIAS _I Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 6 120 DIAS 6,2 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 6 120 DIAS 3,8 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 7 | 120DIAS | 1,5x102UFC/gest. | Auséncia Auséncia Auséncia [ RICIGGONN
RESINA 7 120 DIAS 7,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 7 120 DIAS 5,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 8 120 DIAS 5,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 8 120 DIAS 2,1 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 8 120 DIAS | 1,0 x 102UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 9 120 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia ;
RESINA 9 |120DIAS Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 9 120 DIAS ‘ Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 10 120 DIAS 1,9 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 10 120 DIAS 2,5 x 102UFCl/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 10 120 DIAS 5,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia _

FONTE: Elaborado pela autora.

Preenchimento em vermelho: amostras acima dos limites aceitaveis pela ANVISA e
indicacgéo visual de bolores.
S.A.: Sem alteracéo.
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Listeria GBI | e Gryes
EMBALAGEM |LOTE| DIAS . f;g%'l‘g;g‘:;:;‘t"ii . S;?)'S??;gg)a mono&;gtg)genes R%Zugg)?es (A\x/SI;gEEE)o
VACUO 1 150 DIAS 1,7 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 1 | 150 DIAS 4,9 x 102 UFC/g Auséncia Auséncia Ausencia [ ICIGEONN
ATM 1 150 DIAS 2,6 x 102UFCl/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 2 150 DIAS | <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 2 | 150DIAS | 6,0x10UFCigest. | Auséncia Auséncia Ausencia [ ICIGEONN
ATM 2 150 DIAS 2,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 3 150 DIAS 1,1 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
RESINA 3 | 150 DIAS 2,1 x 102UFClg Auséncia Auséncia Ausencia [ ICIGEONN
ATM 3 150 DIAS 1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 4 150 DIAS 2,3 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 4 150 DIAS 3,7 x 102UFCl/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 4 150 DIAS 7,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 5 150 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 5 | 150 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia SA.
ATM 5 150 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia _
VACUO 6 150 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 6 150 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 6 150 DIAS 2,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 7 | 150DIAS | 8,0x10 UFC/gest. | Auséncia Auséncia Ausencia [ ICIGEONN
RESINA 7 150 DIAS 2,4 x 102 UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 7 150 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 8 150 DIAS 1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 8 150 DIAS 5,5 x 102 UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 8 150 DIAS 1,4 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 9 150 DIAS 3,5 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 9 150 DIAS 2,5 x 102UFCl/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 9 150 DIAS 2,6 x 102UFClg Auséncia Auséncia Auséncia S.A
VACUO 10 150 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 10 150 DIAS | <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A
ATM 10 150 DIAS | <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A

FONTE: Elaborado pela autora.

Preenchimento em vermelho: amostras acima dos limites aceitaveis pela ANVISA e
indicacgéo visual de bolores.
S.A.: Sem alteracéo.
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Listeria SIS | 2on ryes
EMBALAGEM |LOTE| DIAS . f;g%’l‘gs'gcggsci‘:ii a Ss‘i‘)'g‘.‘z'z‘gg)"" monoE:zystg)genes R%:ngr)es (Q/SIgEEI)O
VACUO 1 180 DIAS 1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 1 180 DIAS 2,5 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 1 180 DIAS 1,1 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 2 180 DIAS 4,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 2 180 DIAS 2,3 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia
ATM 2 180 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia
VACUO 3 180 DIAS 7,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 3 180 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 3 180 DIAS 9,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 4 180 DIAS 6,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 4 180 DIAS 1,1 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 4 180 DIAS 9,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 5 180 DIAS 6,0 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 5 180 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 5 180 DIAS Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 6 180 DIAS 2,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 6 180 DIAS 5,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 6 180 DIAS | <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 7 | 180DIAS | 1,6 x 102UFC/gest. | Auséncia Auséncia Auséncia [ RICIGEONN
RESINA 7 180 DIAS <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 7 180 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 8 180 DIAS 2,6 x 102UFC/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 8 180 DIAS 1,5 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 8 180 DIAS 4,8 x 102UFCl/g Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 9 180 DIAS 3,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 9 180 DIAS 1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 9 180 DIAS 2,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
VACUO 10 180 DIAS <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
RESINA 10 180 DIAS 1,8 x 102 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.
ATM 10 180 DIAS | <1,0 x 10 UFC/g est. Auséncia Auséncia Auséncia S.A.

FONTE: Elaborado pela autora.

Preenchimento em vermelho: amostras acima dos limites aceitaveis pela ANVISA e
indicacgéo visual de bolores.
S.A.: Sem alteracéo.
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Anexo A - Interpretacdo de Numeros Mais Provaveis (NMP/g ou mL) para coliformes totais e

termotolerantes

Niumero de Tubos Positivos MMP/g ou mL Intervalo Confianca (95%)
0,1 0,01 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <3,0 == 9,5
0 0 1 3,0 0,15 9,6
0 1 0 3,0 0,15 11

0 1 1 6,1 1,2 18

0 2 0 6,2 1,2 18

0 3 0 9.4 3,6 38

1 0 0 3,6 0,17 18

1 0 1 7,2 1,3 18

1 0 2 11 3,6 38

1 1 0 7.4 1,3 20

1 1 1 11 3,6 38

1 2 0 11 3.6 42

1 2 1 15 4,5 42

1 3 0 16 4,5 42

2 0 0 9,2 1,4 38

2 0 1 14 3.6 42

2 0 2 20 4,5 42

2 1 0 15 3,7 42

2 1 1 20 4,5 42

2 1 2 27 8,7 94

2 2 0 21 4,5 42

2 2 1 28 8,7 94

2 2 2 35 8,7 24

2 3 0 29 8,7 94

2 3 1 36 8,7 94

3 0 0 23 4,6 94

3 0 1 38 8,7 110
3 0 2 64 17 180
3 1 0 43 9 180
3 1 1 75 17 200
3 1 2 120 37 420
3 1 3 160 40 420
3 2 0 93 18 420
3 2 1 150 37 420
3 2 2 210 40 430
3 2 3 290 90 1000
3 3 0 240 42 1000
3 3 1 460 90 2000
3 3 2 1100 180 4100
3 3 3 =>1100 420 ==

FONTE: Instrugdo normativa 62 de 26/08/2003 (BRASIL, 2003c).
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