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Resumo. Queijos produzidos com leite cru podem apresentar grande risco a saude do
consumidor devido a possivel presenca de microrganismos patogénicos. Dentre as bactérias
patogénicas relacionadas a surtos veiculados por queijos produzidos com leite cru, destaca-se
0 género Listeria spp. Esses microrganismos estdo amplamente distribuidos no ambiente e se
multiplicam em temperatura de refrigeracdo. De forma a contribuir com a garantia da
seguranca de queijos artesanais, esse trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento de
L. innocua durante a maturacdo do produto, uma vez que, essa espécie, apesar de nao
patogénica, apresenta comportamento similar & L. monocytogenes. Os queijos foram
produzidos conforme processo utilizado por produtores de queijos artesanais da Serra da
Canastra. L. innocua foi utilizada para a contaminagdo do leite utilizado na produgdo do
queijo, de modo a obter uma contagem inicial de 10? e 10* UFC/g. Durante 60 dias de
maturacdo, a 20°C e 65 % de umidade, foram retiradas amostras para a quantificacdo de
L. innocua. Os resultados mostraram um aumento de 3 Log UFC/g na contagem de Listeria
durante as 24 h iniciais de producdo do queijo. O fermento endégeno contribuiu para a inibicéo
do patdgeno apenas quando a contagem inicial era proxima de 10> UFC/g.

Introducéo

O Queijo Minas Artesanal € um dos principais produtos da agroindustria mineira,
caracterizado pela sua producdo com leite cru recém ordenhado (Dores, Ferreira, 2012). A
utilizacdo da matéria prima crua demanda cuidados especiais devido a possivel presenca de
microrganismos deteriorantes e patogénicos indesejados que podem sobreviver ao processo de
producdo do queijo e permanecer no produto, comprometendo a qualidade e seguranca do
mesmo. Além disso, alguns produtores ndo obedecem rigorosamente a critérios de higiene para
obtencdo de um produto seguro para consumo (Ornelas, 2012), podendo resultar em
quantidades significativas de Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
enterotoxinas estafilocdcicas e Listeria monocytogenes (Santos, 2010).

Além das boas praticas de manejo do rebanho e das boas praticas de fabricacdo, a
maturacdo do queijo também contribui para a seguranca do produto. Durante a maturacdo
ocorrem mudangas nas caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e organolépticas da
casca do queijo e do interior da massa, além da atividade antimicrobiana de bactérias laticas
sobre microrganismos patogénicos (Dores, Ferreira, 2012).

Segundo o0 MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento), o periodo de
maturacdo de queijos produzidos com leite cru deveria ser de no minimo 60 dias, entretanto,
com a implementacdo da Instru¢cdo Normativa n° 30, de 7 de agosto de 2013, deste 6rgdo, foi
estabelecido que os queijos produzidos com leite cru em queijarias situadas em regides
geograficas registradas ou tradicionalmente reconhecidas podem ser submetidos a um periodo
de maturacdo inferior a 60 dias, desde que estudos técnico-cientificos comprovem que a reducgéo
do periodo de maturagdo ndo compromete a qualidade e a inocuidade do produto.

Dentre os microrganismos patogénicos que podem ser veiculados por queijos produzidos
com leite cru destaca-se o género Listeria, devido a alta frequéncia neste tipo de produto. Sdo
bacterias amplamente distribuidas no ambiente, resistentes a altas concentracdes de sal e podem
sobreviver e se multiplicar mesmo em temperaturas de refrigeracdo. A espécie Listeria
monocytogenes, muito encontrada em queijos artesanais (Nero, 2005; Santos, 2010; Pinheiro,



2018), apresenta alta patogenicidade, podendo infectar pessoas com o sistema imunologico
intacto ou mais frequentemente, com imunodepressdo. Em individuos saudaveis, a doenca se
manifesta por distlrbios gastrointestinais em um periodo de poucas horas a 3 dias. Por outro
lado, em individuos imunodeprimidos (idosos, criangas, gestantes, pessoas com doencas
crénicas ou infecciosas), os sintomas variam de algo semelhante a uma gripe comum até um
quadro de septicemia, com acometimento do sistema nervoso, causando meningite. Em
gestantes a infeccdo pode causar aborto ou morte fetal (Abram et al, 2002).

Segundo Petran (1992), Espindola (2004) e Nero (2005) alimentos com tendéncia a
presenca de L. monocytogenes, apresentam também quantidades significativas de L. innocua,
sendo esta ndo patogénica e com comportamento similar a L. monocytogenes (Duh, Schaffner,
1992; Petran, 1992) podendo ser considerado um microrganismo capaz de substituir a espécie
patogénica em ensaios laboratoriais (Liu et al, 2007).

Visando contribuir com a avaliacdo da seguranca de queijos artesanais, este projeto teve
como objetivo simular em laboratério a producéo de queijos com leite cru e fermento enddgeno
da Serra da Canastra, contaminados artificialmente, e avaliar o crescimento de L. innocua
durante a producéo e os 60 dias de maturacéo.

Material e Métodos

Leite cru

O leite cru foi fornecido por uma empresa de laticinios de Séo Paulo, e armazenado em
refrigeracdo (4 a 7 °C) por no maximo 24 h antes da producao. Para a producdo dos queijos o
leite foi termizado com o objetivo de reduzir a populacdo inicial de coliformes, sem a inativagéo
da enzima fosfatase alcalina. A termizacao foi realizada em pasteurizador com aquecimento a
63 °C por 5 min, seguido de resfriamento até 40 °C.

Preparo da cultura de Listeria innocua

A cepa de Listeria innocua FIOCRUZ 047 foi reativada em 50 mL de caldo TSB-YE
(tryptic soy broth — yeast extract) e incubada a 37 °C durante 16 a 18 horas. Foram adicionados
ao leite termizado 100 pL desse inoculo, obtendo uma concentragdo inicial entre 10% e 103
UFC.gt. A determinagéo da populagio inicial de Listeria innocua seguiu 0 método FDA/BAM
(Food and Drug Administration/Bacterial Analytical Manual) 10:2016.

Fermento enddgeno

O fermento enddgeno, denominado pingo, foi obtido de um produtor da Serra da
Canastra, em S&o Roque de Minas, MG. O pingo foi mantido congelado com 20 % glicerol
a-80 °C até 24 h antes de sua utilizacdo, quando foi transferido para um refrigerador a 4 °C.

Producdo e contaminacdo do queijo artesanal

A producdo do queijo artesanal foi realizada segundo o procedimento utilizado por
produtores da regido da Serra da Canastra (EMATER, 2009; Ndbrega, 2007). O pingo foi
adicionado ao leite termizado na proporcao de 0,3 %, juntamente com o coalho industrial
liquido na propor¢éo de 0,05 % (Clerici, Italia) e com a cultura ativa de L. innocua. O leite
permaneceu em repouso por 50 a 60 min para a coagulagdo da massa, e foi cortado
manualmente com auxilio de uma escumadeira. A agitacdo da massa foi realizada de forma
lenta e por poucos minutos para facilitar a dessoragem. Apds a retirada do soro a massa foi
transferida para formas plasticas circulares, de 10 cm de didmetro por 7 cm de altura, contendo
um tecido sintético, com auxilio de uma peneira plastica. A prensagem foi realizada
manualmente, com a ajuda do tecido, visando retirar 0 excesso de soro da massa para
compactacdo do queijo. O processo de salga foi realizado em ambos os lados do queijo,
utilizando aproximadamente 2 % de sal marinho destinado ao consumo humano para cada
lado do queijo. Depois de um periodo de seis horas, o queijo foi virado e o processo de salga




repetido. Apos 12 horas da segunda salga, o restante do sal foi retirado e 0s queijos, mantidos
na forma por mais 6 h, quando foram desenformados e lavados em &gua até completa retirada
do sal aderido em sua superficie. Depois de lavados, os queijos foram encaminhados para cura
ou maturagdo, que tem como objetivo o desenvolvimento do sabor, a desidratagcdo e a
estabilizacdo do queijo para atingir a consisténcia desejada. Os queijos permaneceram em um
ambiente com temperatura de 20 °C, umidade relativa de 65 %, por um periodo de 60 dias e
foram virados diariamente e lavados a cada dois dias. As prateleiras utilizadas para a
maturagdo dos queijos eram de madeira. Nesta etapa, 0s queijos atingiram atividade de &gua
de 0,91.

Foram produzidos queijos com pingo contaminados com Listeria innocua (a), e também
dois queijos controles: sem pingo contaminado com Listeria innocua (b); com pingo sem
contaminac&o por Listeria innocua (c).

Anélises microbioldgicas

Nas amostras de leite cru e do queijo, foi realizada a pesquisa de Listeria
monocytogenes. Para o queijo contaminado foi determinada a populacdo de Listeria innocua,
em cada amostra coletada conforme apresentado na Tabela 1.

A enumeracdo e a pesquisa de Listeria seguiu 0 método FDA/BAM (Food and Drug
Administration/Bacterial Analytical Manual) 10:2016. Os meios de cultura utilizados foram
0 agar PALCAM (Oxoid Basingstoke, Reino Unido) e o agar cromogénico ALOA (Merck,
Darmstadt, Alemanha).

O agar PALCAM contém a esculina, substancia hidrolisada pela Listeria spp, sendo
essa reacdo a responsavel pelo escurecimento do meio indicando o crescimento do
microrganismo. Esse meio tem em sua composi¢do manitol e indicador de pH. Listeria ndo
fermenta manitol, portanto tem como colbnia caracteristica as de coloragcdo vermelha, j& as
col6nias de outros microrganismos se tornam amarelas.

O agar ALOA possui um composto cromogénico que detecta a presenca de
B-glucosidase, uma vez que essa enzima € comum em todas as Listeria spp. Quando o
microrganismo esti presente no meio, as col6nias hidrolisam o composto cromogénico e
apresentam coloracdo verde-azulada.

Os resultados foram expressos em UFC.mL* ou g de leite ou queijo.

Anélises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas somente no queijo ndo contaminado com
Listeria innocua. As determinacdes do pH foram feitas no pHmetro da marca TECNAL,
Modelo TEC-2, com preparo da amostra de acordo com o método oficial da AOAC 920.124.
A atividade de agua foi determinada no equipamento AquaLab 3TE (DECAGON DEVICES,
INC). O teor de cloreto de sédio foi medido de acordo com o método da AOAC 935.43.

Plano de coleta de amostras
O plano de coleta de amostras esta apresentado na Tabela 1. As amostras do queijo
foram cortadas do centro para a extremidade.

Planejamento experimental

Foram realizados dois experimentos, para cada um, os trés queijos foram produzidos a
partir de um mesmo lote de leite termizado. No primeiro, a contaminag&o inicial de Listeria
innocua no leite foi de aproximadamente 102 UFC.mL™ e no segundo, 10* UFC.mL™.

Determinacéo da velocidade especifica de crescimento de L. innocua
A velocidade especifica de crescimento de um microrganismo é definida pela equacéo

1.
Log X = Log Xo + Hmax-t Equacédo 1



Onde:

X — Contagem de L. innocua durante a producio do queijo (UFC-g™?)
Xo — Contagem inicial de L. innocua no leite (UFC-g™)

umax — Velocidade especifica maxima de crescimento de L. innocua (h)

O valor de pumax foi obtido a partir do coeficiente angular do ajuste linear de Log UFC/g
em funcdo do tempo de producédo do queijo, multiplicado pelo fator 2,303.

Tabela 1 — Relagdo de coleta de amostras e anélises realizadas

Anélises fisico-quimicas (pH,

Tempo (h) Amostragem prezeenlt_;?s{fe r;?arr;era(;ao acidez, atividade de agua, teor
Pp- de NaCl)
- leite X pH e acidez
- pingo 0 pH e acidez
0,8 massa apos a coagulacédo X pH e acidez
15 inicio da 1? salga X pH e acidez
6,0 3h apobs a 12 salga X pH e acidez
12,0 6h apds 12 salga/ inicio da 22 « oH ¢ acidez
salga
24,0 12h apos inicio da 22 §alga/ 1° « «
dia de maturacgéo
168 7° dia de maturagéo X pH, Aw e teor de NaCl
312 13° dia de maturagéo X pH, Aw e teor de NaCl
504 21° dia de maturacéo X pH, Aw e teor de NaCl
984 41° dia de maturacgao X pH, Aw e teor de NaCl
1440 60° dia de maturacéo X pH, Aw e teor de NaCl

X - analise realizada e 0 — analise nao realizada

Resultados e Discussao

Anélises fisico-quimicas
Os resultados das analises fisico-quimicas durante a produc¢do dos queijos no primeiro e
no segundo experimento estdo apresentados na Tabelas 2.




Tabela 2 — Andlises fisico-quimicas do experimento 1 durante as primeiras 24 horas.

Acidez Teor de Cloreto

Tempo (h) pH (% ac. latico) Aw (g NaCl. 100 g1)
0,0 6,68 + 0,00 0,17+0,01 - _
1,0 6,73 +£0,01 0,12 +0,01 - -
15 6,93 £ 0,01 0,11 +£0,00 - -
6,0 6,58 + 0,00 0,12 +£ 0,00 - -
12,0 6,55+ 0,03 0,16 + 0,00 - -

24 5,67 0,01 0,75+ 0,00 0,98 + 0,00 1,63 + 0,02

Tabela 3 — Andlises fisico-quimicas do experimento 1 durante a maturacao.

Teor de Cloreto

Tempo (dia) oH Aw (g NaCl. 100 g
7 528+001  0,96+000 1,65 + 0,04
13 526+001  0,95+0,00 1,89 + 0,04
21 518+0,00  0,95+0,00 1,92 + 0,05
2 513+001  0,92+0,00 2,03+ 0,02
60 515+001  091+000 2,03+ 0,03

Os resultados obtidos na Tabela 2 indicam uma tendéncia na diminui¢do do pH durante a
maturacdo do queijo, sendo essa reducdo explicada pela acdo das bactérias laticas que ao
fermentarem a lactose, liberam &cido latico no meio. Consequentemente, os valores de acidez
do produto aumentam. A atividade de agua durante os 60 dias teve queda significativa, enquanto
o teor de cloreto de sédio apresentou resultados crescentes, o que pode ser explicado pela perda
de 4gua para o0 ambiente que apresentava 65 % de umidade relativa e pelo equilibrio osmotico,
uma vez que o sal é transportado para o centro do queijo através do fendmeno da difuséo.

Primeiro experimento

No primeiro experimento a contagem inicial de L. innocua no leite foi de
3,2:102 UFC.mL. Os resultados das contagens de L. innocua durante a producdo dos queijos
e as equacdes das retas obtidas através de um ajuste linear estdo apresentados na figura 1.

7,0
log X = 0,142t + 2,651
&0 R*=0,968

log X =0,088t + 2,614
R*=0,991

Log UFC mr

Tempa (h)

A gueijo sem pingo

O queijo com pingo

Figura 1 - Curva de crescimento da L. innocua durante o primeiro experimento



Observa-se na figura 1 que durante as primeiras 24 horas de producdo do queijo houve
um grande crescimento de L. innocua. Na produgio sem pingo, a contagem atingiu 10 UFC.g"
! enquanto no processo com pingo o nimero de L. inoccua foi cerca de 1 Log UFC.g™* menor.

Os valores das constantes das equacdes lineares, obtidas a partir dos ajustes dos dados
dos processos com e sem pingo estdo apresentados na Tabela 3. Observa-se que a contagem
inicial (Xo) do microrganismo, estimada pela equacéo, € muito proxima para 0s dois processos.
Por outro lado, a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) da Listeria innocua, é
menor no processo com pingo, indicando que o fermento enddgeno contribuiu para a inibi¢éo
do crescimento do patégeno durante a producdo do queijo. O valor do tempo de geracdo (0g)
mostra que no processo com pingo a populacdo da bactéria dobrou em 3,4 h, enquanto no
processo sem pingo foram necessarias apenas 2,1 h.

Tabela 4 — Parametros obtidos a partir do ajuste linear do Log UFC.g* em funcéo do tempo.

Queijo com pingo  Queijo sem pingo

log Xo (UFC.mL") 2,61 2,65
Xo (UFC.mL") 4,11 x 102 4,48 x 10?
Hmax (h'0) 0,20 0,33
0g (h) 3,42 2,12

A Figura 2 mostra os resultados das contagens de L. innocua durante a maturacdo dos queijos,
assim como o ajuste linear para a fase de morte celular.

80

log X =-0,060t+ 7,145
R*=0,964

A

tog X =-0,070t + 4,967
R*=0,823

Tempo (dias)

A queijo sem pingo 0 queijo com pingo

Figura 2 — Contagem de L. innocua durante a maturacdo dos queijos com e sem pingo.

Observa-se na figura 2 que a partir de sete dias de maturacao, a contagem de L. innocua
nos queijos passa a decair, atingindo em 60 dias valores abaixo de 1 Log UFC.g* no queijo
com pingo e 2,5 Log UFC.g™* no queijo sem pingo. O periodo de maturagio do queijo pode ser
considerado suficiente para manter a seguranga do produto uma vez que 0s casos de listeriose
relatados apresentaram doses infectantes variando de 10° a 10° UFC.g* (Borges et al., 2009).

O ajuste linear dos dados a partir do 13° dia de maturacdo mostrou-se satisfatorio, com
coeficientes de determinagdo R? acima de 0,90. O valor de D (tempo de redugdo decimal),
obtido pelo inverso do coeficiente angular das retas, ndo diferiu entre os queijos com e sem
pingo (Tabela 4). Ambos 0s processos apresentaram 0 mesmo tempo (14 dias) para a reducao
de 1 log na populacéo de L. innocua, indicando que a presenca da cultura endégena néo foi
significativa para a inativacdo do patdgeno. A redugdo do numero de Listeria durante a



maturacdo pode ser associada a diminuicdo da atividade de &gua dos queijos durante a
maturacdo, conforme se observa na Tabela 2.

Tabela 5 —Valor D para L. innocua durante a maturagéo dos queijo do primeiro experimento.

Queijo com pingo Queijo sem pingo
D (dias) 14 14
R? 0,92 0,96

Segundo experimento

No segundo experimento a contagem inicial de L. innocua no leite foi de
7,9-10% UFC.mL%. Os resultados das contagens de Listeria innocua durante a producio dos
queijos e as equacdes das retas obtidas atraves de um ajuste linear estdo apresentados na figura
3.

As equac0es das retas foram obtidas através de um ajuste linear e a velocidade especifica
determinada a partir do coeficiente angular.

log X = 0,079t +4,120
R:=0,84

log ¥ = 0,004t + 4,142
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Figura 3 — Velocidade especifica de crescimento da L. innocua durante o segundo experimento.

Observa-se na figura 3 que durante as primeiras 24 horas de producéo do queijo houve
um grande crescimento de L. innocua. Em ambos os ensaios a contagem atingiu valores
préximos a 10 UFC.g™.

Os valores das constantes das equacdes lineares, obtidas a partir dos ajustes dos dados
dos processos com e sem pingo estdo apresentados na Tabela 5. Observa-se que a contagem
inicial (Xo) do microrganismo, estimada pela equacédo, € muito proxima para 0s dois processos.
Com Xo na ordem de 10* UFC.mL™, a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) da
Listeria innocua, apresentou valores proximos nos queijos com e sem pingo, indicando que o
fermento enddgeno ndo contribuiu de maneira efetiva para a inibicdo do crescimento do
patogeno durante a producdo do queijo. Ainda assim, o valor do tempo de geracao (6g) mostra
que no processo com pingo a populacéo da bactéria dobrou em 4,6 h, enquanto no processo sem
pingo foram necessarias 3,9 h.



Tabela 6 - Valores de contaminacdo inicial, velocidade especifica e tempo de geragédo da L.
innocua no segundo experimento.

Queijo com pingo  Queijo sem pingo

log xo (UFC.mL™?) 4,14 4,12
xo (UFC.mL™1) 1,39 x 10* 1,32 x 10*

i (h) 0,15 0,18

0g (h) 4,73 3,81

A Figura 4 mostra os resultados das contagens de L. innocua durante a maturacéo dos queijos
até o 21° dia de maturacao.

Om

C.mil

Log U
[
m

2

Tempo (dias)

Aqueijosem pingo O gueijo com pingo
Figura 4 — Curva de declinio da L. innocua durante a maturacdo do queijo do segundo
experimento.

Observa-se na figura 4 que a partir de 13 dias de maturacdo, a contagem de L. innocua
no queijo com pingo passa a decair, atingindo em 21 dias valor proximo de 4 Log UFC.gX. O
queijo sem o fermento enddgeno, durante os 21 dias de maturacdao ndo apresentou tendéncia a
diminuicdo de células de Listeria.

Com os dados da Figura 4 ndo foi possivel ajustar um modelo linear para a determinacgéo
do valor de D (tempo de reducdo decimal). Para isso, seria necessario um tempo de maturacdo
maior, visando uma queda na popula¢do do microrganismo para a obtencdo de um produto
seguro. Com 21 dias de maturacdo 0s queijos ndo apresentaram uma reducao da contagem de
Listeria innocua satisfatdria, uma vez que ao simular uma contamina¢do com L. monocytogenes
o produto so estaria seguro com quantidades menores que 10° UFC.g* (Borges, et al, 2009)



Conclusodes

O crescimento de L. innocua ocorreu exponencialmente durante as primeiras 24 h do
processo de producdo de queijo artesanal.

O fermento enddgeno contribuiu para a reducdo da velocidade de crescimento de
L. innocua no queijo artesanal, apenas quando a contaminacgdo inicial era baixa, proxima a
102 UFC-mL™,

O processo de maturacdo contribuiu para a reducdo da contagem de L. innocua nos
queijos, principalmente devido a reducéo da atividade de agua.

Utilizando L. innocua como referéncia para L. monocytogenes, foi necessario um periodo
de maturagdo de aproximadamente 40 dias para atingir uma contagem de Listeria abaixo de 102
UFC.mL™, garantindo a seguranca do queijo artesanal produzido com a adicéo de fermento
enddgeno.
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