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Objetivo: Analisar a quantidade de coliformes termotolerantes, Salmonella, Staphylococcus coagulase
positva, os teores de nitritos e nitratos, pH e atividade de agua, em queijos tipo prato e colonial, com
Inspecdo Municipal e Estadual do Vale do Taquari-RS. Material e Métodos: Os teores residuais de
nitratos e nitritos, pH e atividade de dgua das amostras foram realizados segundo as metodologias
analiticas oficiais previstas na Instru¢do Normativa n° 20, de 21 de julho de 1999 do Ministério da
Agricultura Pecuédria e Abastecimento. As anélises microbioldgicas foram realizadas em um laboratdrio
certificado no Ministério da Agricultura. Resultados: Das 24 amostras de queijos 18,2% apresentaram
coliformes termotolerantes acima da legislacdo com Inspecdo Municipal e 61,5% das amostras com
Inspe¢do Estadual. O Staphylococcus coagulase positiva ndo foi encontrado em nenhuma das amostras
com Inspecdo Municipal, e em 46,2% com Inspe¢do Estadual. A Salmonella ndo foi encontrada em
nenhuma amostra. As concentracbes de nitrato e nitrito encontradas acima do recomendado pela
legislagdo nas amostras foram de 33,3% e 100%, respectivamente. Conclusdo: Concluiu-se que as
amostras de queijo produzidas sob Inspecdo Estadual apresentaram resultados mais preocupantes em
relagdo a contaminagdo por Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes quando
comparados a Inspecdo Municipal. A totalidade das amostras analisadas apresentaram concentragdes
acima do recomendado pela legislacdo para nitrito e mais de um terco apresentou-se ndo conforme em
relacdo a concentracdo de nitrato. Em relacdo a atividade de agua e o pH, a maioria das amostras
encontrou-se de acordo com o preconizado pela legislacéo.

Palavras-Chave: queijo, analise microbiolégica, nitrito de sédio.

Objective: This study aimed to analyze the amount of thermotolerant coliforms, Salmonella,
Staphylococcus coagulase positve, nitrite and nitrate content, pH and water activity, in cheese type prato
and colonial, with municipal and state inspection from Taquari Valley - RS. Materials and Methods: The
residual levels of nitrates and nitrites, pH and water activity of the samples were performed using the
offical analytical methodologies under the Normative Instruction No. 20, dated July 21, 1999 of the
Ministry of Agriculture, Livestock and Supply. Microbiological analyzes were performed in a certified
laboratory in the Ministry of Agriculture. Results: Of the 24 cheese samples 18.2% had thermotolerant
coliforms above the law with Municipal Inspection and 61.5% of the samples with the State Inspection.
The Staphylococcus coagulase positive was not found in any of the samples with Municipal Inspection,
and 46.2% with State Inspection. Salmonella was not found in any sample. The levels of nitrites and
nitrates were presented respectively by 33.3% and 100% above the upper limit of the total samples.
Conclusion: It was concluded that the cheese samples produced with state inspection results showed more
concern regarding contamination by Staphylococci coagulase positve and thermotolerant coliforms
compared with Municipal Inspection. In this study, it was concluded, therefore, that all the samples
showed concentrations above recommended for legislation to nitrite and over one third are not presented
as relative concentration of nitrate. In relation to water activity and pH, most of the samples met
according to the criteria of the legislation.
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1. INTRODUCAO

Os sais de nitrito e nitrato de sodio e potassio sdo utilizados na industria como conservantes
responsaveis por evitar a proliferacdo de microrganismos ou de enzimas que possam provocar
transformacdes quimicas capazes de causar alteragdes graves nos alimentos. Além disso, séo
capazes de agregar cor e sabor e de atuarem como antioxidantes [1,2].

Os nitratos sdo relativamente pouco toxicos para os seres humanos. Sua toxicidade é
atribuida principalmente a sua redugdo a nitrito. Os nitritos podem reagir com as aminas e
amidas secundérias e tercidrias, provenientes de reacGes quimicas que ocorrem no proprio
queijo, formando compostos nitrosos como as nitrosaminas e nitroamidas, com grande potencial
carcinogénico. Além disso, a ingestdo excessiva de nitrito e nitrato na dieta pode ocasionar
efeitos nocivos, com a formagdo de metemoglobinemia (sindrome do bebé azul), que é
produzida por oxidacdo da hemoglobina pelo nitrito, sendo as criangas mais suscetiveis a essa
sindrome [3].

O uso de sais de nitrato em alimentos como os queijos depende do pH, teor de sal e umidade,
além do nivel de contaminag&o inicial do leite [4]. Conforme a Portaria n® 143/96 entende-se
por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por separacgdo parcial do soro do leite ou
leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados
pela acdo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de acidos organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacgdo de
substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,
substancias aromatizantes e matérias corantes [5].

No Brasil, 0o queijo Prato é um dos queijos mais consumidos, segundo a Associagdo
Brasileira de Queijos (ABIQ). Esse produto é regulamentado pela Portaria n® 358 de 04 de
setembro de 1997, que o classifica como queijo gordo de média umidade. J& o queijo colonial
pode ser classificado como queijo magro a semi-gordo, segundo a Portaria n°® 146 de 07 de
marco de 1996, baseando-se no regulamento técnico de identidade e qualidade de queijos. Com
relacdo a umidade, os queijos coloniais apresentam niveis baixos segundo a mesma portaria [5].

Os queijos sdo suscetiveis a deterioragdo, resultando em perdas econdmicas para a industria
queijeira [6]. A maior parte dos defeitos dos queijos e a perda da sua qualidade industrial
provém da atividade bioguimica ou de algumas bactérias formadoras de gas ou de
microrganismos que comprometem a qualidade do alimento [7]. Entre os defeitos do queijo,
esta o estufamento tardio, sendo na maioria das vezes causado por Clostridium tyrobotyrium [8]
fermentador do lactato [9], produzindo na massa acido butirico, gas carbdnico e hidrogénio [10].

A Portaria n°146, de 1996, do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA),
permite o limite maximo de 50 mg/kg de nitrato de sodio ou potassio, isolados ou combinados e
a auséncia de nitritos [5], a fim de retardar o desenvolvimento de bactérias patogénicas [3].
Sabe-se que a acao preventiva contra as bactérias butiricas se deve ao nitrito, € ndo ao nitrato.
Para ocorrer a reducdo do nitrato a nitrito no queijo é necessaria a acdo da enzima xantina
oxidase, a qual é inativada se o leite for aquecido a temperaturas superiores a 80°C por 10
segundos, ndo reduzindo o nitrato, o que ndo impede a fermentagéo butirica.

De acordo com a legislagdo, os queijos devem ser inspecionados por érgdo governamental,
em todas as fases, comecando pela propriedade rural, onde o leite ou queijo caseiro € obtido, até
as industrias e os locais onde s@o expostos ao consumo [11]. Porém, 46% de toda a produgdo
brasileira de leite é comercializada sem qualquer tipo de fiscalizagdo oficial [12].

No Regulamento Técnico sobre Padrées Microbioldgicos para Alimentos, a RDC n° 12/01
da ANVISA, uma Doenca Transmitida por Alimento (DTA) é causada pela ingestdo de um
alimento contaminado por um agente infeccioso especifico ou pela toxina por ele produzida, por
meio da transmissdo desse agente ou de seu produto téxico [13].

E de suma importancia certificar que o queijo esteja livre de agentes microbianos
patogénicos, como coliformes termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella
spp. O crescimento bacteriano nos alimentos é influenciado por muitos parametros ambientais
como pH, conteldo de sal (NaCl%), atividade de agua (aw), temperatura, tipo de queijo,
estrutura do alimento, microbiota ou fatores adicionais como embalagem [14,15].
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Este estudo teve como objetivo analisar a quantidade de coliformes termotolerantes,
Samonella spp., Stapyloccocus coagulase positiva, os teores de nitritos e nitratos, pH e aw, em
queijos tipo prato e colonial, sob Inspecdo Municipal e Estadual do Vale do Taquari (Rio
Grande do Sul).

2. MATERIAL E METODOS

As amostras de queijos Prato (n=14) e Colonial (n=10) foram adquiridas diretamente nas
indlstrias sob Inspecdo Sanitaria Municipal (n=11) e Estadual (n=13), produzidas em
municipios do Vale Taquari — RS, durante os meses de abril, maio e junho de 2013. Para a
coleta das amostras houve o cuidado de manté-las integras com o minimo de contato ou
manipulagéo.

Para a realizacdo das andlises (fisico-quimicas, microbioldgicas e de concentracdo de nitrito
e nitrato) foram coletadas ho minimo duas e no maximo quatro amostras de cada marca, sendo
que cada amostra correspondia a um lote diferente, totalizando 24 amostras de queijo.

Os teores residuais de nitratos e nitritos, pH e aw das amostras foram realizados segundo as
metodologias analiticas oficiais previstas na Instrugdo Normativa n°® 20, de 21 de julho de 1999
do Ministério da Agricultura Pecudaria e Abastecimento [16]. A andlise quantitativa de nitrito
consistiu na reacdo de diatotacdo do ion nitrito com acido sulfanilico e copulacdo com cloridrato
de alfa-naftilamina em meio &cido, formando o &cido alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-
sulfonico de coloragdo résea. O produto resultante foi determinado espectrofotometricamente a
540 nm [17]. O nitrato é reduzido a nitrito por acdo do cadmio esponjoso em meio alcalino e
determinado como citado anteriormente. A determinacdo quantitativa dos teores de nitrato e
nitrito foi realizada em todas as amostras em triplicata, conforme classificacdo do Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ’s) especificos para cada tipo de queijo [5]. As
amostras de queijo foram classificadas com baixa umidade.

Para a determinagdo do pH utilizou-se um pHmetro marca Digimed® e para a aw foi usado
um medidor Aqualab®, modelo CX-2, sendo determinada uma vez em cada amostra. Para as
andlises de coliformes termotolerantes foi utilizada a metodologia de AFNOR - Certificate
Number 3M 01/2-09/89, para as analises de Staphylococcus coagulase positiva foi utilizada a
metodologia de AFNOR - Certificate Number 3M 01/19 04/03 e para as andlises de Salmonella
spp. foi utilizada AFAQ AFNOR CERTIFICATION e ISO 6785:2001 [18]. As anélises
microbioldgicas foram realizadas uma vez em cada uma das amostras. Foi utilizado como
parametro de referéncias a RDC n° 12/01 [19]. As andlises microbiolégicas foram realizadas em
laboratério certificado pelo MAPA, Rede Metroldgica do Rio Grande do Sul, cadastrado na
Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAN), com 1SO 17025.

Para verificar a associagao entre as medias de concentragdo de nitrito e nitrato com os niveis
maximos estabelecidos pela legislacdo foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. O
teste de Mann-Whitney foi utilizado para verificar a associacdo entre as médias de nitrato,
nitrito, pH e aw encontradas com os tipos de Inspecéo e o resultado da analise (normal e acima
do recomendado pela legislacdo) para Staphylococcus coagulase positiva. Para verificacdo da
associagdo entre o tipo de inspecdo e a presenca de Staphylococcus coagulase positiva e
coliformes termotolerantes foi aplicado o teste Exato de Fisher. O nivel de significancia maximo
assumido foi de 5% (p<0,05) e o software utilizado para a analise estatistica foi o Statistical
Package for the Social Sience® (SPSS) versdo 13.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A média de nitrato e nitrito encontrada nos queijos foi de 83,35 mg/Kg (Desvio Padrao,
DP= 216,45) e 3,47 mg/Kg (DP= 3,46) de queijo, respectivamente. Quando foi aplicado o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon verificou-se que ambas as médias de concentracdo apresentaram-
se superiores ao permitido pela legislagéo [1]. As concentracdes de nitrato e nitrito encontradas
acima do recomendado pela legislacdo nas amostras foram de 33,3% e 100%, respectivamente.
(Tabela 1). Seraphim e Siqueira [20], em seu estudo realizado em Minas Gerais, verificaram que
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das 43 amostras analisadas, 38 (88,37%) ndo apresentaram nitrato e nitrito em niveis
detectaveis, em 5 (11,63%) foi encontrado nitrato, sendo que em 4 (18,6%), acima do limite
maximo permitido. Somente uma (2,33%) apresentou nitrito abaixo do limite maximo
permitido, resultados inferiores aos encontrados pelo atual estudo.

Ao se agrupar os queijos pelo tipo de inspecdo, foi verificado que as amostras de queijos
tanto sob Inspecdo Municipal como sob Inspecdo Estadual apresentaram teores de nitrito e
nitrato em desacordo com o que esta descrito na legislagdo [1]. Quando foram determinados
quantitativamente os nitratos nas amostras por tipo de queijo, observou-se que 42,9% das
amostras de queijo tipo Prato e 20% das amostras de queijo Colonial apresentaram-se nao
conforme ao preconizado pela legislacdo que é de 50 mg/kg [1], resultados diferentes do estudo
de Goncalves et al. [4], que encontraram 18% das amostras de queijo parmeséo e 10% do queijo
tipo Prato em desacordo com o preconizado pela legislacdo em relacdo a adicdo de nitrato e a
presenca de nitrito, enquanto que no atual, a totalidade das amostras apresentaram nitrito em sua
composicdo (Tabela 1).

Tabela 1: Relaco entre os niveis de nitrato, nitrito, coliformes termotolerantes, Staphylococcus
coagulase positiva encontradas nas analises com as quantidades méaximas preconizadas pela legislacao.

Variavel Comparagdo com Referéncia n % p*
i Superior 8 33,3 0,030
Nitrato .
Inferior 16 66,7
. Superiores 24 100 NSA
Nitrito )
Inferiores - -

* Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. n = nimero de casos em nimero absoluto; % = percentual. NSA:
N&o se aplica.

Castro et al. [13] analisaram amostras de queijos tipo mussarela e constataram que 33%
apresentaram Salmonella spp., resultado semelhante ao estudo de Santana et al. [21], realizado
em Aracaju (SE) com queijos coalho, onde encontraram 26,7% de amostras acima do valor de
referéncia para este microrganismo e superior a Oliveira, Bravo e Tonial [22], em estudo com
queijos tipo colonial, que encontraram 12,5% de Salmonella spp., nas amostras. No presente
estudo, todas as amostras apresentaram-se isentas de Salmonella spp., resultado semelhante ao
encontrado por Galinari et al. [23] e Zocche, Barcellos e Bersot [24] em amostras de queijos
artesanais produzidas em duas regifes da serra de Minas Gerais.

A comparacdo das médias de Staphylococcus coagulase positiva encontrados nos queijos foi
significativamente superior nas amostras fiscalizadas pela Inspecdo Estadual quando
comparados a Inspe¢do Municipal (p=0,047) (Tabela 2). Estes resultados podem indicar
diferentes niveis de métodos na fiscalizacdo dos diferentes 6rgdos responsaveis e pode ser
atribuido ao fato de que nos Municipios os fiscais podem estar mais proximos aos
estabelecimentos, facilitando assim a fiscaliza¢&o e orientacdo dos responsaveis pela empresa.

Rahimi [25], estudando a enterotoxicidade de Staphylococcus aureus em produtos lacteos
comerciais, encontrou 11,1% das amostras de queijos positivas para esse patdgeno,
possivelmente pelo uso de leite ndo pasteurizado, além da producdo de alimentos em locais
insalubres sem cuidados de manipulagdo e armazenamento [26]. Em relacdo ao Staphylococcus
coagulase positiva, encontrou-se 25% dos queijos analisados em desacordo com a legislacgéo,
corroborando com o estudo de Pinto et al. [27], no municipio de Santa Helena (PR), com
amostras de queijos tipo minas frescal inspecionadas pelo servigo Estadual e Federal. Por outro
lado, o estudo de Komatsu et al. [28], realizado em Uberlandia (MG), demonstrou a ocorréncia
de Staphylococcus coagulase positiva em niveis inaceitaveis em 88% das amostras de queijos
minas frescal e Oliveira, Bravo e Tonial [22] demonstraram que a totalidade das amostras de
queijos tipo colonial estava contaminada. Galinari et al. [23], analisaram microrganismos
presentes em queijos artesanais de duas regides de Minas Gerais e verificaram que todas as
amostras da regido da Canastra para Staphylococcus aureus e duas do Serro estavam abaixo do
limite maximo legal.
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Tabela 2: Relagéo entre as médias de nitrato, nitrito, Staphylococcus coagulase positiva, pH e aw
encontradas nas analises com os tipos de Inspe¢éo

Variavel Inspecao N Média DP VanAr d? p*
referéncia
. Inspecdo Municipal 11 133,69 319,77 0,776
Nitrato . <50 mg/kg
InspecdoEstadual 13 40,75 17,08
. Inspecdo Municipal 11 3,36 3,93 0,910
Nitrito . =0 mg/kg
InspecdoEstadual 13 3,56 3,18
Inspecdo Municipal 11 13,64 12,06 0,047
Staphylococqu_s pec ° p < 1.000 UFC/g
coagulase positiva InspecdoEstadual 13 43523,08 132614,17
Inspecdo Municipal 11 0,9401 0,0039 0,820
Aw . 0.93-0,97
InspecdoEstadual 13 0,9402 0,0050
Inspe¢do Municipal 11 5,65 0,46 0,776
pH « 49-59
InspecdoEstadual 13 5,59 0,18

* Teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. Significativo p<0,05. n = nimero de casos em nimero absoluto;
DP: Desvio Padréo.

A média de aw nas amostras foi de 0,94 un (DP= 0,004) e pH de 5,62 (DP= 0,33),
estando de acordo com preconizado pelo regulamento de inspecédo industrial e sanitaria [12]. Na
Tabela 3 observou-se que o grupo de amostras classificadas com Staphylococcus coagulase
positiva acima do recomendado apresentou média significativamente maior de coliformes
termotolerantes e menor de aw. Tanto a aw quanto o pH interferem na sobrevivéncia e no
crescimento de microrganismos patogénicos como Staphylococcus coagulase positiva [29].
Milani [30] sugeriu que quanto mais elevado o pH e a aw no alimento, maior é a probabilidade
proliferagdo microbiana.

Tabela 3: Relacdo entre as médias de nitrato, nitrito, coliformes termotolerantes, pH e aw encontradas
nas analises com niveis normais e acima do recomendado pela legislacéo para Staphylococcus coagulase

positiva
Variavel Staphylococ?lfsS lélc}:gl?lase positiva N Média DP p*
Nitrato Acima do recomendado 6 33,15 20,33 0,343
Abaixo do recomendado 18 100,08 249,15
Nitrito Acima do recomendado 6 3,33 3,54 0,721
Abaixo do recomendado 18 3,52 3,54
Coliformes termotolerantes Acima do recomendado 6 50666,67 65531,42 <0,0001
Abaixo do recomendado 18 1167,56 2085,70
Acima do recomendado 6 09364 0,0012 0,004
aw Abaixo do recomendado 18 0,9414  0,0044
oH Acima do recomendado 6 5,60 0,10 0,537
Abaixo do recomendado 18 5,62 0,38

* Teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. Significativo p<0,05. n = numero de casos em niimero absoluto;
DP: Desvio Padréo.

A Tabela 4 demostrou associacdo significativa do percentual de amostras com
Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes, acima do preconizado pela
legislacdo, sob Inspecdo Estadual. Este resultado sugere a necessidade de um controle mais
rigoroso sobre estes produtos, visto que os servigos de inspe¢do tém como objetivo controlar a
qualidade dos produtos de origem animal, como embutidos carneos, queijos, ovos, mel e
compotas, monitorando e inspecionando a sanidade do rebanho, o local e a higiene das
industrias, certificando com selo de garantia os produtos. A Inspecdo Municipal atua
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fiscalizando o comércio de produtos dentro dos municipios, enquanto que a Inspecdo Estadual
fiscaliza o comércio intermunicipal [31]. Estes resultados podem indicar distintos niveis e
métodos na fiscalizacdo dos diferentes 6rgaos responsaveis, além de sugerir que nos Municipios
a fiscalizacd@o esteja atuando de forma mais proxima aos estabelecimentos, facilitando assim a
orientacdo sobre as boas praticas de fabricacdo aos manipuladores e responsaveis pelas
empresas.

Verificou-se que 61,5% das amostras sob Inspecdo Estadual e 18,2% das amostras sob
Inspecdo Municipal, apresentaram-se em desacordo com a legislagédo em relacdo aos coliformes
termotolerantes. Pinto et al. [27] demonstraram que 100% das amostras apresentaram
coliformes termotolerantes acima do preconizado no queijo minas frescal, tanto produzidos
artesanalmente, como sob inspe¢do. Em estudo realizado por Feitosa et al. [29], foi verificado
gue 36,4% do queijo coalho possuia coliformes termotolerantes acima dos padr@es estabelecidos
pela legislacdo. Destaca-se que este grupo microbiano estd presente na flora intestinal de
humanos e animais sendo um indicador de contaminacéo fecal [30].

Tabela 4: Relacéo entre os resultados encontrados para coliformes termotolerantes e Staphylococcus
coagulase positiva e tipos de Inspecéo

Inspecéo
Variavel Categoria Municipal Estadual p*
n % %

. Acima da Legislacéo 2 182 61,5 0,047
Coliformes termotolerantes

Acima da Legislacéo - - 46,2 0,013

De acordo ¢/ Legislagdo 11 100,0 53,8

n
8

De acordo c/ Legislaggo 9 818 5 385
6
Staphylococcus coagulase positive -

* Teste Exato de Fisher. * significativo p<0,05. n = nimero de casos em nimero absoluto; %: percentual.

No decorrer do estudo, foram encontradas algumas limitacbes, como a dificuldade de
convencer os fabricantes de queijos de participarem do estudo devido & desconfianga em relagdo
a seguranca e sigilo dos dados da empresa e do produto, o que restringiu 0 nUmero de amostras
analisadas.

4, CONCLUSAO

A totalidade das amostras analisadas apresentou concentragfes acima do recomendado pela
legislagdo para nitrito e um tergo apresentou-se ndo conforme em relacdo a concentracdo de
nitrato, observando que o queijo do tipo Prato Lanche apresentou maior percentual de amostras
ndo conformes em relacdo ao queijo tipo Colonial. As médias de concentracdo de nitrato e
nitrito, encontradas nas amostras em que foi constatada a presenca de Staphylococcus coagulase
positiva foram inferiores as amostras sem a presenca do patdégeno. Em relacdo a aw e o pH, a
maioria das amostras encontrou-se de acordo com o preconizado pela legislacdo nos queijos de
média e baixa umidade analisados. As amostras de queijo produzidas sob Inspe¢do Estadual
apresentaram resultados mais preocupantes em relacdo a contaminacdo por Staphylococcus
coagulase positiva e coliformes termotolerantes quando comparados a Inspecdo Municipal.
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