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RESUMO

Marinheiro, Mariana Fontanetti. Inspecao de Leite e Derivados. 2014. 36 f. Relatorio

de Residéncia, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas.

Este relatério tem como objetivo reunir e descriminar as atividades realizadas
durante a Residéncia em Inspecao de Leite e Derivados, realizada no Laboratorio de
Inspecao de Produtos de Origem Animal — LIPOA, durante o periodo de marco de
2012 a fevereiro de 2014. Foram realizadas 963 analises microbioldgicas e 154
analises fisico-quimicas. Foram acompanhadas as atividades junto ao Servico de
Inspecdo Federal (SIF), com orientacdo da Médica Veterinaria Mirela Scatolin
Anselmo, e a Coordenadoria de Inspecdo Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(CISPOA), com orientacdo do Médico Veterinario Valmor Lansini. Em relacdo as
atividades teoricas, foram realizadas aulas do eixo transversal ofertadas a todos os
residentes, aulas tedricas e praticas do eixo especifico, simpdésios, congressos e
seminarios. Também foi escrito um Manual de Autocontroles em Industrias de Leite
e um capitulo de livro de Andlises Microbiolégicas em Leite e Derivados. No projeto
apresentado como requisito a conclusao da residéncia foram analisadas 40
amostras de queijo mussarela comercializados na cidade de Pelotas-RS, a fim de

verificar sua qualidade microbiolbgica.

Palavras-chave: Seguranca alimentar, Inspecéo, lacteos.
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1. INTRODUCAO

Inspecao de produtos de origem animal

O médico veterinario desempenha um papel fundamental na area de saude
publica, inserindo-se em diferentes atividades, desde a gestdo e o planejamento em
saude até a vigilancia epidemiologica, sanitaria e ambiental (BURGER, 2009).

Observando este fato, a Organizacdo Mundial de Saude, em 1946, definiu
novas areas de atuacdo para a Medicina Veterindria na saude publica, sendo as
principais o controle de zoonoses, higiene dos alimentos, trabalhos de laboratério e
atividades experimentais (PFUETZENREITER, 2004).

A inspecdo de produtos de origem animal € definida como atividade exclusiva
do médico veterinério e pode ser realizada no ambito federal, estadual ou municipal.
E considerado dever do Estado garantir & populacéo o direito a satde e a seguranca
alimentar (PFUETZENREITER, 2004).
Aos 0rgaos responsaveis pelos servicos de inspecdo de produtos de origem animal
€ atribuida a competéncia de assegurar a qualidade e inocuidade dos alimentos.
Estdo sujeitos a inspe¢cdo 0s animais de agougue, a caca, o pescado, o leite, o ovo,
0 mel e a cera de abelhas, e seus subprodutos derivados (BRASIL, 1952).

A inspecao abrange a inspecdo "ante" e "post mortem" dos animais, 0
recebimento, manipulacdo, transformacdo, elaboracdo, preparo, conservacao,
acondicionamento, embalagem, depdsito, rotulagem, transito e consumo de
quaisquer produtos e subprodutos, adicionados ou ndo de vegetais, destinados ou
nao a alimentacdo humana. A inspecdo abrange também outros produtos utilizados
na industria de alimentos, como condimentos, conservadores, antioxidantes,
fermentos e outros (BRASIL, 1952).

Producéo de leite no Brasil

O Brasil destaca-se mundialmente como um grande produtor de leite. A
atividade ocupa atualmente posicdo de destaque no cenario econémico nacional,
sendo um dos principais agronegoécios do Brasil. Em 2012, o pais produziu 30.715

milhdées de toneladas de leite, sendo que, em 2010, a renda proporcionada por essa



atividade corresponde a 10% do valor gerado pela agropecuéria brasileira
(EMBRAPA, 2013).

Nos ultimos anos, temos notado uma evolucdo significativa da producéao de
leite no pais. No periodo de 2000 a 2010, a producéo cresceu mais de 50%, tendo
em média um crescimento de 5% ao ano (EMBRAPA, 2011). O incremento na
producdo nacional deve-se essencialmente ao aumento que o rebanho brasileiro
sofreu, pois a produtividade ndo tem se alterado significativamente no decorrer dos
anos. Em 2012 a produtividade brasileira foi de 1,41 tonelada/vaca/ano (IBGE,
2013), média muito inferior a paises como Estados Unidos, Alemanha (PINHO,
2012) e Argentina (EMBRAPA, 2011).

No segmento lacteo internacional, o Brasil destaca-se como o quinto maior
produtor de leite, embora sua representatividade no mercado exportador seja
pequena (SIQUEIRA et al., 2010). O leite produzido pelo Brasil € considerado um
dos mais baratos do mundo e, portanto, o incremento na sua qualidade € um fator
decisivo para tornar nosso produto competitivo no mercado internacional (ZOCCAL,
2009).

Em 1998, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) criou
o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNQL) visando contribuir
com a qualidade do leite produzido no Brasil (SCALCO & SOUZA, 2006). O PNQL
surgiu com o intuito de mudar a forma de se produzir leite no Brasil, melhorando sua
qualidade, a fim de garantir & populacdo o consumo de produtos lacteos mais
seguros e nutritivos, bem como proporcionar um aumento no rendimento dos
produtores (GAZOLA, 2010).

Em janeiro de 2002, entrou em vigor a Instrucdo Normativa n. 51/2002 do
MAPA, visando a garantir os objetivos propostos pelo PNQL. A IN 51 tornou
obrigatéria a implantacdo de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e do Sistema de
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) na industria de laticinios
com Servico de Inspecéo Federal (SIF) (BRANDAO, 1998).

Foram estabelecidas metas para a contagem de células somaticas (CCS) e a
contagem bacteriana total (CBT) do leite cru refrigerado. Para isso, 0 MAPA exigiu
gue fosse enviada a cada més ao menos uma amostra de leite de cada produtor

para um laboratoério credenciado (BRASIL, 2002).



A edigdo da Instrucdo Normativa n. 62 de 29 de dezembro de 2011 pelo
MAPA foi uma resposta as dificuldades ocorridas para a implantacéo da IN 51. Essa
medida aumentou os prazos definidos em 2002, criando novos limites para 0s
parametros exigidos e um novo cronograma para adaptacdo gradativa dos
produtores (BRASIL, 2011).

Regulamentos técnicos de identidade e qualidade dos produtos lacteos

A qualidade dos produtos lacteos também esta assegurada por meio de
diversos regulamentos técnicos de identidade e qualidade especificos, criados e
fiscalizados pelo MAPA. A legislacao é desenvolvida a medida que novos produtos
vao sendo criados e comercializados pela indUstria. S8o produtos que possuem seus
préprios regulamentos: queijos, creme de leite, gordura lactea (BRASIL, 1996), doce
de leite (BRASIL, 1997), leite fermentado (BRASIL, 2000), manteiga, queijo coalho
(BRASIL, 2001), bebida lactea (BRASIL, 2005), composto lacteo (BRASIL, 2007),
leite em p6 modificado (BRASIL, 2007), entre outros.

Esses documentos tém como finalidade tirar qualquer davida sobre a
definicAo do produto, como ele é classificado, sua composi¢cdo, padrao fisico-
quimico, padrdes microbioldgicos, peso, medida, rotulagem, métodos preconizados

de analise e amostragem.

Residéncia em Inspecédo de Leite e Derivados

A residéncia compreendeu o periodo de marco de 2012 a fevereiro de 2014, e
o local de atuacdo priméaria se deu no Laboratério de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (LIPOA) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas - UFPel, localizado no campus Capao do Ledo. O prédio conta
atualmente com trés laboratérios, sendo um de microbiologia (figuras 1 e 2), um de
analises fisico-quimicas (figura 3) e um de biologia molecular (figura 4), uma sala
para limpeza e esterilizagdo de materiais (foto 5), uma sala de aula, duas salas de
professores, uma sala da pos-graduacgdo e uma sala para estagiarios.

As atividades do residente compreenderam realizar as analises de rotina,
interpretar resultados e redigir laudos, auxiliar no preparo de materiais para aulas
praticas, palestras para alunos da graduacdo e seminarios, realizar um projeto

préprio e auxiliar em outros projetos realizados por pés-graduandos do laboratério.



Durante o periodo, também foram acompanhadas as atividades de dois
médicos veterindrios do Servico de Inspecdo Oficial. Primeiramente, junto a
Inspecédo Federal locada no Laticinio Danby Cosulati, com a supervisdo da médica
veterinaria Mirela Scatolin Anselmo, totalizando 240 horas, e posteriormente
acompanhando o Médico Veterinario Valmor Lansini, responsével pela supervisdo
regional de Pelotas da Coordenadoria de Inspecao Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (CISPOA), totalizando 400 horas.
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Figura 1. Laboratorio de Microbiologia Figura 2. Laboratdrio de Microbiologia

Figura 3. Laboratorio de Andlises Fisico- Figura 4. Laboratério de Biologia
Quimicas Molecular

Figura 5. Sala de Limpeza e Esterilizacdo
de Materias
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2. RELATORIO DE ATIVIDADES

As analises microbiologicas realizadas no LIPOA atendem a Instrucao

normativa n°62 de 2003 do MAPA, gue estabelece os métodos analiticos oficiais

para andlises microbiologicas para controle de produtos de origem animal e 4gua.

Foram realizadas um total de 963 analises no periodo de residéncia (Tabela 1).

Tabela 1. Analises microbiolégicas realizadas no periodo de residéncia.

Anélise

NUmero de analises

Contagem de coliformes termotolerantes
Contagem de coliformes totais

Pesquisa de Salmonella

Pesquisa de Listeria monocytogenes

Contagem de Staphylococcus coagulase-positiva
Contagem de micro-organismos mesofilos
Pesquisa de Campylobacter

Total

63
34
73
51
135
422
185
963

As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com a Instrucao

normativa n°68 de 2006 do MAPA, que oficializa os métodos analiticos oficiais fisico-

quimicos para controle de leite e produtos lacteos. Foram realizadas 154 anélises no

total. (Tabela 2)
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Tabela 2. Andlises fisico-quimicas realizadas no periodo de residéncia.

Analise Numero de analises
Acidez 12
Densidade 12
Gordura 19
Extrato seco total 13
Extrato seco desengordurado 13
Crioscopia 10
Redutase 09
Pesquisa de inibidores 48
Peroxidase 09
Fosfatase alcalina 09
Total 154

Foram acompanhadas as atividades da Inspecdo Federal locada no Laticinio
Danby Cosulati, com a supervisdo da médica veterinaria Mirela Scatolin Anselmo,
totalizando 240 horas, onde foram realizadas as atividades junto com funcionarios

do laticinio e os agentes de inspecdo conforme a tabela 3.

Tabela 3. Atividades realizadas na Danby Cosulati.

Atividades Numero de analises/atividade
Cloro e pH de agua 90
Andlises recepcao leite 70
Andlises leite em po e leite condensado 50
Coleta de amostras para analise oficial 24
Inspecao junto com os agentes 45
Redacdo de RNC 15
Acompanhamento da producéo 12
Total 306

O periodo acompanhando o Médico Veterinario Valmor Lansini, responsavel

pela supervisdo regional de Pelotas da Coordenadoria de Inspecdo Sanitaria de
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Produtos de Origem Animal (CISPOA) totalizou 400 horas, e as atividades estao

listadas na tabela 4.

Tabela 4. Atividades realizadas no CISPOA- Pelotas

Atividades

NUmero atividades/visitas

Aprovacédo de plantas de industria

Coleta de amostras para analise oficial
Liberacéo abate

Acompanhamento abate suinos
Acompanhamento abate frangos
Acompanhamento abate bovinos
Verificacdo de programas de autocontrole
Total

16
32
15
22
02
35
42
164
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3. ARTIGO

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE QUEIJO MUSSARELA
EM PECA E FATIADO
MICROBIOLOGICAL QUALITY OF SLICED AND BLOCKED MOZZARELLA
CHEESE

Resumo: O monitoramento da qualidade microbioldgica dos alimentos é fundamental para que a
industria possa realizar um controle de qualidade eficiente de seus produtos, além de assegurar ao
consumidor que ele estd adquirindo um alimento inspecionado e dentro dos padrdes de qualidade
aceitaveis. O presente trabalho teve como objetivo verificar a qualidade microbiolégica do queijo
mussarela comercializado em estabelecimentos varejistas da cidade de Pelotas-RS. Foram analisadas
40 amostras de queijo mussarela, sendo 20 de queijo em peca e 20 de queijo fatiado, as quais foram
submetidas a contagem de coliformes termotolerantes e de Staphylococcus coagulase positiva, e
pesquisa de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. Observou-se que 12,5% das amostras de queijo
fatiado e 5% de queijo em peca estavam em desacordo com os padrfes estabelecidos pela legislagéo.
Estes resultados indicam a necessidade de maior monitoramento desses produtos e maior cuidado

higiénico-sanitario durante o processamento por parte das industrias.
Palavras-chave: Seguranca alimentar, Salmonella, Staphylococcus, Listeria monocytogenes.

Abstract: Monitoring the food microbiological quality is fundamental for industry to be able to
perform an efficient quality control of their products, besides ensuring to the costumer that he is
purchasing an inspected food, that is within acceptable quality standards. This study aims to verify the
microbiological quality of the mozzarella cheese that is sold on the retail market of the city of Pelotas-
RS. Forty samples of cheese were analysed, being 20 of blocked cheese and 20 of slicced cheese, for
quantitative analysis of fecal coliforms and Staphylococcus coagulase positive, and research of
Salmonella spp. and Listeria monocytogenes. It was noticed that 12,5% of the sliced cheese samples
and 5% of the blocked cheese were not in conformity with the legislation standards. These results
indicate the need for a better monitoring of these products and more concern with the hygienic and

sanitary practices during the processing by the industries.
Key-words: Food safety, Salmonella, Staphylococcus, Listeria monocytogenes.
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Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), define-se
como queijo o produto obtido da separacdo parcial do soro do leite, coagulado por agéo fisica,
enzimatica, bacteriana, acidos organicos isolados ou combinados, todos aptos ao consumo,
com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos,
aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes (BRASIL,
1996).

O queijo mussarela é amplamente utilizado na culinaria, no preparo de pratos quentes
e sanduiches, por conta de suas propriedades de fatiamento e facilidade de derretimento
(COELHO et al., 2012). E o tipo de queijo com a maior producio no pais (28,4%), sequido
pelo prato (19,9%) e o requeijdo culinario (18,7%), atingindo cerca de 200.000 toneladas no
ano de 2009 (LIMA FILHO; POMBO, 2010).

O meétodo de fabricacdo do queijo envolve varios processos, sdo eles: a pasteurizacdo
do leite, coagulacdo, corte do coagulo, dessoragem, enformagem, salga, maturacdo (quando
necessario) e embalagem. A mussarela, em particular, também passa pela filagem. Ha uma
grande manipulacdo do produto, que entra em contato com diferentes equipamentos e
superficies, 0 que aumenta o risco de contaminagdo microbioldgica (PINTO et al., 2009).

O queijo é um alimento rico em nutrientes, o que favorece a proliferacdo de micro-
organismos que podem levar a alteracBes nas caracteristicas organolépticas do produto e/ou
provocar toxi-infecgbes alimentares nos consumidores. Os coliformes, por exemplo, séo
considerados micro-organismos indicadores, ou seja, quando detectados em populacdes
elevadas no alimento indicam higiene inadequada no processamento e, no caso de coliformes
termotolerantes, provavel presenca de micro-organismos patogénicos (PIETROWSKI et al,
2008). Além disso, o sabor do queijo é alterado, devido a producdo de compostos decorrentes
do metabolismo bacteriano, como o acido acético (SANTOS-KOELLN et al, 2009).

Staphylococcus aureus, Salmonella enterica e Listeria monocytogenes sd8o micro-
organismos causadores de doencas transmitidas por alimentos (DTA), os quais podem
ocasionalmente ser encontrados em queijos. As enfermidades que essas bactérias podem
causar nos consumidores vdo desde leves disturbios gastrointestinais, como diarreia e
vomitos, até sindromes graves, abortos e morte (PINTO, 2009.)

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2001) estabelece
padrdes microbiologicos para diversos alimentos. Para os queijos de média umidade, no qual

estd incluida a mussarela, € exigida auséncia de Salmonella e L. monocytogenes em 25¢g do
16



alimento e sdo estabelecidos os valores maximos de 10° UFC/g para Staphylococcus
coagulase positiva e 10° UFC/g para coliformes a 45°C.

O objetivo deste trabalho foi verificar a qualidade microbiologica do queijo mussarela
fatiado e em peca comercializado na regido sul do Rio Grande do Sul, de acordo com os
padrdes estabelecidos pela ANVISA.

Foram analisadas 40 amostras de queijo mussarela, sendo 20 delas de queijo em peca
e 20 de queijo fatiado dentro do laticinio, produzido por industrias sob inspecdo federal ou
estadual, comercializadas em redes varejistas da cidade de Pelotas, RS. Foram coletadas
amostras de queijo com a data de fabricacdo mais recente possivel, visando a minimizar o0s
efeitos que uma conservagdo inadequada no local de comércio pudesse gerar. As amostras,
mantidas em suas embalagens originais de venda, foram acondicionadas em caixas
isotérmicas com gelo e imediatamente transportadas ao laboratério para realizacdo das
analises.

Foram realizadas contagens de coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase
positiva e pesquisas da presenca de Salmonella e L. monocytogenes, conforme os Métodos
Analiticos Oficiais para Analises Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem
Animal recomendados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2003).

Para a analise presuntiva de coliformes termotolerantes, pesou-se assepticamente 25
gramas de cada amostra, que foram colocados em saco plastico estéril com 225 mL de
solucdo salina 0,85% (m/v) e homogeneizados em stomacher, obtendo-se assim a diluicdo 10
! A partir desta, foram feitas outras diluicBes de base 10, adicionando 1 mL de cada diluicdo
em 9 mL de solucdo salina, sucessivamente. Um mL de cada diluicdo foi pipetado, em
triplicata, para tubo de ensaio com 10 mL de caldo Lauril Sulfato de Sédio contendo tubo de
Durhan invertido, os quais foram incubados a 36+1°C por 48 horas. A presenca de coliformes
é indicada pela formacéo de gas no tubo de Durhan. Para prova confirmativa de coliformes
termotolerantes, foi feita inoculacdo, a partir dos tubos positivos na etapa anterior, em caldo
EC e incubacdo a 45+0,2°C por 48 horas. O resultado foi obtido com o uso de tabela para
namero mais provavel (NMP).

Para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva, dilui¢des seriadas de base 10
foram semeadas, em duplicata, em agar Baird-Parker e incubadas a 36£1°C por 48 horas.
Cinco colbnias tipicas e cinco atipicas de cada placa foram inoculadas em Infusdo de Cérebro

e Coracgéo e incubadas a 36+1°C por 24 horas para realizacdo da prova da coagulase, que
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consistiu na mistura de 0,3 mL de cada cultura com 0,3 mL de plasma de coelho e incubacdo
a 36x1°C por 6 horas para observacdo de coagulagdo. Calculou-se a propor¢do de col6nias
coagulase positivas em relacdo a contagem de coldnias tipicas e atipicas na placa e o resultado
final da contagem de cada placa foi obtido pela soma do nimero de col6nias coagulase
positivas. Apds, foi calculada a média das duplicatas e realizada a corre¢do da diluicdo
utilizada para a contagem.

Para analise de Salmonella, pesou-se 25 g da amostra, que foram adicionados a 225
mL de Agua Peptonada Tamponada e incubados a 36+1°C por 16 a 20 horas para pré-
enriquecimento. A partir desse, foi realizado o enriquecimento seletivo em caldo Rappaport
Vassiliadis e em caldo Tetrationato (Acumedia) a 41+0,5°C por 24 a 30 horas. De cada uma
dessas culturas, foram feitas semeaduras por esgotamento em agar BPLS e agar XLD, que em
seguida foram incubados a 36+1°C por 18 a 24 horas. Das placas que apresentaram
crescimento caracteristico de Salmonella, trés colénias foram coletadas para realizacdo de
testes bioquimicos e sorologia, conforme recomendac6es de BRASIL (2003).

Para pesquisa de L. monocytogenes, 25 g da amostra foram diluidas em 225 mL de
caldo UVM, que foi incubado a 30+1°C por 24 horas. Em seguida, 0,1 mL da cultura foi
inoculado em 10 mL de caldo Fraser e incubado a 30+1°C por 24 a 48 horas. A partir dessa
cultura, realizaram-se semeaduras por esgotamento em agar Palcan e &gar Oxford, para
incubacdo a 30+1°C por 24 a 48 horas. Das placas que apresentaram crescimento
caracteristico de Listeria, trés colbnias foram coletadas para realizacdo de testes bioquimicos
e identificacdo da espécie monocytogenes, conforme recomendacfes de BRASIL (2003).

Cinco amostras de queijo apresentaram contagem de coliformes termotolerantes maior
ou igual a 1100 NMP/g, em desacordo com o estabelecido pela legislacdo vigente (Tabela 1).
E importante ressaltar que foi somente nessa anélise que encontramos amostras de queijo em
peca em desacordo com o padrdo. Nas demais analises, somente o queijo fatiado estava fora
das especificacdes. A presenca de coliformes nos alimentos indica que pode ter ocorrido
contaminacdo durante o processo de fabricacdo ou ap6s o processamento (SANTOS-
KOELLN et al.,, 2009). Em estudos semelhantes realizados em Goias (QUINTANA;
CARNEIRO, 2007; RODRIGUES et al., 2011) e Parana (PIETROWSKI et al., 2008;
SANTOS-KOELLN et al., 2009), foi relatado que todas as amostras analisadas encontravam-
se dentro dos limites estabelecidos pela legislacédo, o que também seria de se esperar no NOSSO

trabalho, ja que estudamos queijos de industrias com inspecédo federal ou estadual.
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Tabela 1. Ndmero de amostras de queijo mussarela em peca e fatiado com resultados em
desacordo com a RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria - ANVISA (BRASIL, 2001).

Forma de Coliformes Staphylococcus  Salmonella Listeria Total
apresentacdo termotolerantes coagulase spp.(%)  monocytogenes amostras
(%) positiva (%) (%)
Peca 2 (10) 0 0 0 20
Fatiado 3 (15) 4 (20) 1(5) 1(5) 20
Total 5 (12,5) 4 (10) 1(2,5) 1(2,5) 40

Quatro amostras de queijo fatiado apresentaram contagens de Staphylococcus

coagulase positiva acima do limite de 10° UFC/g estabelecido pela legislacdo. Pietrowski et

al. (2008) também obtiveram trés amostras (18,75%) com valores acima de 103 UFC/g ao
analisar queijo fatiado, o que indica que o risco de contaminacdo pode aumentar muito com
esta etapa do processamento. No queijo em peca, todas as amostras analisadas estavam dentro
do padrdo. Quintana e Carneiro (2007) e Santos-Koelln et al. (2009) também encontraram
100% de amostras de queijo mussarela em peca dentro do valor permitido pela legislacdo. Ja
Rodrigues et al. (2011) observaram quatro de 11 amostras de mussarela em pegca com
contagens acima do padrdo. A ocorréncia de amostras com contagens acima dos limites
estabelecidos para Staphylococcus coagulase positiva pressupde que o tratamento térmico do
leite para a fabricacdo do queijo tenha sido ineficiente ou que tenha ocorrido contaminacgéo
apos o tratamento, devido a manipulagdo por um funcionario que nao tenha higienizado suas
méos de maneira correta ou contato com superficies ndo sanitizadas adequadamente
(KOMATSU et al., 2010).

A presenca de Salmonella foi identificada em uma amostra de mussarela fatiada. De
acordo com a legislacdo, Salmonella e L. monocytogenes devem estar ausentes em 25 g de
amostra, devido a sua capacidade de causar doenca nos seres humanos. Outros estudos
envolvendo mussarela verificaram a auséncia do micro-organismo nas amostras analisadas
(SANTOS-KOELLN et al., 2009; RODRIGUES et al.,, 2011), o que seria 0 esperado
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considerando que essas amostras vém de industrias com inspecgdo oficial. Pietrowsky et al.
(2008), ao analisar 16 amostras de mussarela, também observaram a presenca desse micro-
organismo em uma amostra (6,25%), que assim como no nosso estudo, foi de mussarela
fatiada, o que evidencia 0 aumento do risco de contaminacao.

A presenca de L. monocytogenes foi evidenciada em uma das amostras de queijo
fatiado. Ratti (2006), ao avaliar 30 amostras de mussarela fatiada, observou a presenca de L.
monocytogenes em uma delas (3,3%). Em um estudo retrospectivo, Silva et al. (2011)
encontraram que, de 3428 amostras de diversos tipos de queijo, 111 (3,24%) foram positivas
para L. monocytogenes. E importante ressaltar que nessa revisdo, grande parte dos estudos
envolveu a andlise de queijo Minas e produtos artesanais, diferentemente do nosso trabalho,
em que foram analisadas amostras de queijo mussarela produzidas por industrias com
inspecdo estadual ou federal, onde se espera que exista um maior controle com as praticas
higiénico-sanitarias. A presenga de L. monocytogenes € ainda menor em estudos envolvendo
produtos industrializados e inspecionados. A listeriose, apesar de rara, € considerada de
grande importancia para a satde publica, devido a seriedade dos agravos que pode causar aos
seres humanos. Na Europa, ela é a segunda maior responsavel por mortes resultantes das
Doencas Transmitidas por Alimentares (DTAs), ficando atrds somente da salmonelose
(ALLERBERGER; WAGNER, 2010).

No presente estudo, do total de 40 amostras de mussarela, sete foram consideradas em
desacordo com os padrbes estabelecidos pela RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da
ANVISA (BRASIL, 2001), sendo cinco de queijo fatiado e duas de queijo em peca. E
importante ressaltar que uma das amostras de queijo fatiado apresentou desacordo em trés
andlises, coliformes termotolerantes, Salmonella e Listeria monocytogenes. A maioria das
amostras fora do padrdo correspondiam ao produto fatiado, provavelmente por esses produtos
passarem por uma etapa a mais (fatiamento) antes de serem embalados, o que faz com que
entrem em contato com novas superficies, equipamentos e manipuladores. Além disso, ao se
fracionar qualquer produto sélido, aumenta-se sua superficie exposta, 0 que pode aumentar 0s
riscos de contaminacdo. N&o existem muitos trabalhos na literatura com estudos
microbioldgicos de queijos fatiados, mas Ratti (2006) e Rall et al. (2009), ao estudarem frios
fatiados, também encontraram alta frequéncia de amostras fora do padréo.

Através dos resultados obtidos, observou-se que apesar do controle sanitario realizado

pelos 6rgdos de fiscalizacdo, ainda sdo encontrados no comércio produtos acabados fora dos
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padrdes de qualidade, especialmente no que se refere aos fatiados, pressupondo que quanto
maior a manipulagdo dos alimentos maior € o risco de contaminagao.

Ressalta-se a importancia de um maior cuidado na elaboracdo e aplicacdo dos
programas de autocontrole da industria, em especial no que se relaciona a higiene dos
manipuladores e a limpeza e desinfeccdo de equipamentos e superficies que entram em
contato com o alimento, e maior rigor na fiscalizacéo pelos 6rgdos de inspecgdo oficial, com

intuito de reduzir a comercializacdo de produtos contaminados.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A Residéncia Veterinaria me proporcionou experiéncia pratica na rotina
laboratorial em analises de alimentos, além de acompanhar a rotina do Servico de
Inspecao Oficial, tanto federal quanto estadual. Além disso, também pude ministrar
aulas e desenvolver um projeto de pesquisa, o que foi de fundamental importancia
para meu crescimento profissional.

Ao longo desse periodo pude aprofundar meus conhecimentos em inspecao
de leite e derivados, microbiologia de alimentos e seguranga alimentar, conhecendo
a realidade da producéo leiteira da regido, bem como das industrias, e os desafios

gue os veterinarios que trabalham nessa area enfrentam diariamente.
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1. Caracterizacdo do Problema

Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
entende-se por queijo o produto obtido da separacdo parcial do soro do leite,
coagulado por acao fisica, enzimatica, bacteriana, acidos organicos isolados ou
combinados, todos aptos ao consumo, com ou sem agregagcao de substancias
alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,
substancias aromatizantes e matérias corantes (BRASIL, 1996).

O queijo mussarela € amplamente utilizado na culinaria, no preparo de pratos
quente e sanduiches, por conta de suas propriedades de fatiamento e facilidade de
derretimento (ETGES, 2011). E o tipo de queijo com a maior producdo no pais
(28,4%), seguido pelo prato (19,9%) e o requeijao culinario (18,7%), atingindo cerca
de 200.000 toneladas no ano de 2009 (LIMA & POMBO, 2010). Segundo Silva
(2005), esse alto consumo de mussarela é explicado em parte por ser um tradicional
ingrediente de pizzas.

O método de fabricacdo do queijo envolve varios processos, sao eles: a
pasteurizacdo do leite, coagulacdo, corte do coagulo, dessoragem, enformagem,
salga, maturacdo (quando necessario) e embalagem. A mussarela, em particular,
também passa pela filagem. H4 uma grande manipulacéo do produto, e ele entra em
contato com diferentes equipamentos e superficies, 0 que aumenta o risco de
contaminacgao microbiolégica (PINTO et al., 2009).

O queijo € um alimento rico em nutrientes, o que favorece a proliferacao de
micro-organismos, que podem levar a alteracbes nas caracteristicas organolépticas
do produto, até toxinfeccbes alimentares nos consumidores. Os coliformes, por
exemplo, s&o micro-organismos indicadores, ou seja, quando detectados no
alimento fornecem informagdes sobre uma higiene inadequada no processamento e
provavel presenca de micro-organismos patogénicos (PIETROWSKI et al, 2008).
Além disso, o sabor do queijo € alterado, devido a producdo de compostos pela
bactéria, como o acido acético (SANTOS-KOELLN et al, 2009).

O Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes sao
micro-organismos causadores de DTA’s (doencas transmitidas pelo alimento) que

podem ser encontrados nos queijos. Podem causar nos consumidores desde leves
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disturbios gastrointestinais, como diarreia e vomitos, até sindromes graves, abortos
e morte (PINTO, 1996).

A Resolucdo n° 12 de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) estabelece padrbes microbiologicos para diversos alimentos. Para os
queijos de média umidade, no qual esta incluida a mussarela, exige-se a auséncia
de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em 25g, e valores maximos de 10°
UFC/g para Staphylococcus coagulase positiva, e 5x10® UFC/g para coliformes a
45°C.

2. Objetivos e Metas
O objetivo deste trabalho é verificar a qualidade microbiolégica do queijo
mussarela comercializado na regiao de acordo com os padrdes estabelecidos pela

ANVISA, e observar se existe diferenca entre as amostras de queijo fatiadas e em

peca.

3. Metodologia

Serdo analisadas 40 amostras de queijo mussarela, sendo 20 delas de queijo
fatiado e 20 em pedaco, produzidas por industrias sob inspecéo federal ou estadual,
comercializadas em redes varejistas da cidade de Pelotas, RS. As amostras
escolhidas serdo as que possuirem data de fabricacdo o mais recente quanto for
possivel, visando minimizar os efeitos que uma conservacéo inadequada no local de
comércio possa gerar. O transporte até o laboratério de inspecdo de produtos de
origem animal (LIPOA- UFPel) sera realizado em caixa isotérmica refrigerada.

As seguintes analises serdo realizadas: contagem de Coliformes
Termolatentes (45°C), Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva e Listeria
monocytogenes, conforme a Instrucdo Normativa 62 de 26 de agosto de 2003 do
MAPA, que estabelece os métodos analiticos oficiais para analises microbioldgicas

para controle de produtos de origem animal e agua.
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Para a analise presuntiva de coliformes termotolerantes deve-se pesar
assepticamente 25 gramas de cada amostra, que serdo colocadas em saco plastico
estérii com 225 mL de solucdo salina 0,85%, em seguida procede-se a
homogeneizacdo em Stomacher, obtendo assim a diluicdo 10-1. Desta faz-se outras
duas diluicbes utilizando 1 mL da diluigdo em 9 mL de solucéo salina 0,85%, tendo
assim as diluicdes 10-2 e 10-3. De cada uma das diluicbes, pipeta-se 1 ml em cada
um dos trés tubos de Lauril Sulfato de Sdédio (Isofar®, Duque de Caxias, Rio da
Janeiro) totalizando 9 tubos, que séo incubados a 36+1°C por 48 horas. A presenca
de coliformes é indicada pela formag¢do de gas no tubo de Durhan. Nos tubos
positivos procede-se a prova confirmativa para coliformes termotolerantes, que
consiste na inoculagdo em caldo Escherichia coli (Acumedia®, Lansing, Michigan) ,
e incubacdo a 45+0,2°C por 48 horas. O resultado é expresso em ndamero mais
provavel por grama (NMP/g) de acordo com a combinacdo do numero de tubos
positivos em cada diluicdo na Tabela de NMP.

Para a andlise de Staphylococcus coagulase positiva, utiliza-se as diluicbes
10-1 e 10-2 obtidas anteriormente. Sera semeado em trés placas de Agar baird-
parker (Himedia®, Ghatkopar West, Mumbai) (0,3 mL, 0,3 mL e 0,4mL,
respectivamente) da diluicdo 10-1 e duas placas na diluicdo 10-2 (0,1 mL em cada),
gue serao incubadas a 36x1°C por 48 horas. Em seguida realiza-se a contagem de
colénias tipicas e atipicas, sendo selecionadas as placas que contenham entre 20 e
200 coldnias. Cinco colbnias de cada tipo serdo inoculadas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (Himedia®, Ghatkopar West, Mumbai), que em seguida € incubado a
36+£1°C por 24 horas. A partir dessas amostras faz-se a prova da coagulase. O
resultado final é expresso em Unidades formadoras de colénia (UFC)/g.

Para andlise de Salmonella spp. pesa-se 25g da amostra, que sao
adicionadas em 225 mL de &agua peptonada tamponada (APT) 1% (Himedia®,
Ghatkopar West, Mumbai), incubadas a 36+1°C por 24 horas. O enriquecimento
seletivo sera realizado em caldo Rappaport Vassiliadis (Acumedia®, Lansing,
Michigan) e em Tetrationato (Acumedia®, Lansing, Michigan), incubados a 41+0,5°C
por 24 horas. Em seguida, semeia-se as amostras em Agar verde brilhante
(Acumedia®, Lansing, Michigan) e XLD (Himedia®, Ghatkopar West, Mumbai), que
sdo incubados a 36x1°C por 24 horas. Nas placas que apresentarem colbnias

caracteristicas, realizam-se o0s testes bioquimicos com Agar TSI (Acumedia®,
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Lansing, Michigan), LIA (Acumedia®, Lansing, Michigan) e ureia (Vetec®, S&o
Paulo, SP). Para a confirmagéo efetua-se a sorologia.

Para pesquisa de Listeria monocytogenes, 25g da amostra serdo diluidas em
225 mL de caldo UVM (Acumedia®, Lansing, Michigan), que sera incubado a
36+1°C por 24 horas. Em seguida, inocula-se 0,1 mL em 10 mL de caldo Fraser
(Acumedia®, Lansing, Michigan), que é incubado a 36+1°C por 24 a 48 horas.
Realiza-se a semeadura em Agar Palcan(Acumedia®, Lansing, Michigan) e Agar
Oxford (Acumedia®, Lansing, Michigan), que sdo incubadas a 36+1°C por 24 a 48
horas. Nas placas com crescimento de col6nias tipicas, realizam-se os testes

bioguimicos.

3. 4. Resultados e Impactos Esperados

Ao final das analises, poderemos verificar se foram encontrados produtos fora
dos limites estabelecidos pela legislacdo, e assim teremos um indicativo da
qualidade microbioldgica do queijo mussarela comercializado na regiao.

Esperamos observar uma frequéncia maior de produtos fora do limite
aceitavel nas amostras de queijo fatiado em comparacdo com o queijo em pedaco,
devido & uma maior manipulacdo e aumento da superficie do produto no caso do

fatiamento, o que pode aumentar o risco de contaminacao.

3.5. Cronograma do Projeto

Atividade Jan/2013 | Fev/2013 | Mar/2013 | Abr/2013 | Mai/2013 | Jun/2013 | Jul/2013

Revisdo X X X X X X X
bibliografica

Coleta de X X X X X X
amostras e
analises

Tabulacdo de X X X X X X
resultados

Redacédo do
artigo
cientifico

Submissao
do artigo

Apresentacdo
final
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Atividade Ago/2013 | Set/2013 | Out/2013 | Nov/2013 | Dez/2013 | Jan/2014 | Fev/2014

Revisdo X X X X X X
bibliogréafica

Coleta de X X X X
amostras e
analises

Tabulacado de X X X X
resultados

Redacédo do X
artigo
cientifico

Submissao X
do artigo

Apresentacdo X
final

3. 6. Outros Projetos e Financiamentos

O financiamento do projeto sera por meio de recursos proprios.
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