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RESUMO

O requeijdo ¢ um produto tipicamente brasileiro, fabricado em todo o territoério nacional, com algumas
variagOes de tecnologia e caracteristicas. Outro produto de grande importancia € o doce de leite pastoso, o
qual a producdo no Brasil ¢ feita por muitas empresas, desde as caseiras até as grandes, com distribuigdo em
todo o pais. Estes produtos sdo passiveis de contaminagdo por diferentes micro-organismos que podem
causar deterioracdo do produto ou acarretar o desenvolvimento de doengas, afetando a satide humana. Dentre
as principais analises microbioldgicas que indicam contaminagdo em requeijdo e doce de leite pastoso,
destacam-se Coliformes a 30°C e Coliformes a 45°C, Staphylococcus spp., além da detec¢do de fungos
filamentosos e leveduras. Este trabalho teve como objetivo realizar mensalmente, analises microbioldgicas
do requeijdo e do doce de leite pastoso produzidos por uma industria de laticinios da cidade de Tocantins —
MG, no ano de 2007. De acordo com os resultados, pode-se observar que todas as amostras de requeijdo e de
doce de leite pastoso enquadraram-se aos padrdes estabelecidos pela legislagdo vigente. Portanto, conclui-se
que os dois produtos apresentaram boa qualidade microbiologica, estando, neste aspecto, adequados para a
comercializa¢do ¢ consumo humano.

Palavras-chave: Avaliagao microbiologica, Doce de leite e Requeijdo.
ABSTRACT

Curd is a typically Brazilian product, manufactured in the entire national territory, with some variations of
technology and features. Another product of great importance is the dulce de leche, which production in
Brazil is made by many companies, from home to large, distributed throughout the country. These products
are susceptible to contamination by different microorganisms that can cause product deterioration or lead the
development of diseases affecting human health. Among the main microbial contaminants in cheese and
dulce de leche, we highlight the Fecal Coliforms 30°C and 45°C, Staphylococcus spp. and filamentous
fungi and yeasts. This study aimed to perform monthly, microbiological analysis of the cream cheese and
dulce de leche produced by a dairy town of Tocantins — MG, in 2007. According to the results, one can
observe that all samples of cheese and dulce de leche fitted to the standards established by the legislation.
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Therefore, we conclude that the two products showed good microbiological quality, being in this respect,
suitable for marketing and consumption.

Keyword: Microbiological evaluation, Curd and Sweet milk.

1. INTRODUCAO

A cadeia industrial do leite representa elevada expressdo no setor alimenticio. O leite, além de ser,
um alimento indispensavel na mesa da populagdo (CAMPOS et al., 2003), é inegavel a importante influéncia
que a cadeia pecuaria leiteira, exerce na economia do Brasil (COUTINHO, 2008). O leite e seus derivados
sdo importantes fontes de nutrientes, sendo considerados os principais fornecedores de calcio biodisponivel
necessario para a formacgao de massa o6ssea (CAMPOS et al., 2003). Esta riqueza nutricional faz com que o
leite seja um meio propicio ao crescimento de diversos grupos de micro-organismos.

Pode-se afirmar que a qualidade do produto final obtido depende da qualidade da matéria-prima.
Deste modo, para a elaboragdo de queijos e outros derivados lacteos, como o doce de leite, deve-se utilizar
leite de boa qualidade, tanto em relacdo ao aspecto microbioldgico, quanto a sua composi¢do fisico-quimica,
ja que tais caracteristicas influenciam consideravelmente no processo de fabricagdo (SANCHEZ, 2004).

No mundo existem diversos tipos de queijos, entre os quais estdo os queijos fundidos. Essa
tecnologia surgiu no inicio do século XX, a fim de inativar os processos microbianos e enzimaticos de
queijos sui¢os ¢ alemdes, viabilizando a exportagdo para paises de clima quente. Embora a aplicacdo
tecnologica acarretasse vantagens, constatou-se o inconveniente da separacdo de gordura e proteina do
produto. Para solucionar o problema originou-se um método que consistia em solubilizar o paracaseinato de
calcio da matéria-prima por calor, usando citrato de sdédio como agente peptizante, obtendo assim o que foi
chamado de queijo fundido (VAN DENDER, 1992).

Dentre os principais queijos fundidos esta o requeijdo, produto tipicamente brasileiro, originario de
fabricagdes caseiras, como uma forma de aproveitamento do leite (ABIQ, 2004) sendo fabricado em todo o
territorio nacional, com algumas variagdes de tecnologia ¢ caracteristicas pelas regides de implantacdo
(MUNCK e CAMPOS, 1984). De acordo com a legislacdo, entende-se por requeijao comum o produto
obtido pela fusdo da massa coalhada, cozida ou ndo, dessorada e lavada, proveniente da coagulagdo acida
e/ou enzimatica do leite, opcionalmente adicionada de creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de
leite e/ou butteroil, podendo ser adicionado de condimentos, especiarias e/ou outras substancias alimenticias
(BRASIL, 1997a). Furtado e Neto (1994) complementam que este produto ¢ fabricado a partir de leite
desnatado, cru ou pasteurizado, com ou sem adi¢do de cultura latica (fermentagdo lenta natural) e que a fusdo
¢ normalmente acompanhada pela a adigdo de sais fundentes. A utilizagdo de sais fundentes ¢ fundamental
para evitar a separagdo de gordura e de 4gua da mistura, o que iria acontecer naturalmente apos o
aquecimento, caso estes aditivos nao fossem acrescentados (VAN DENDER, 2006).

Outros produtos de grande importdncia no setor lacteo sdo aqueles obtidos pelo processo de
concentracdo do leite por evaporagdo, e segundo Hall e Hedrick (1971), a aplicagdo dos processos de
concentracao do leite através do uso de calor iniciou-se em 1856.

O doce de leite é um alimento proveniente do processo de concentragdo do leite, produzido e
comercializado principalmente no Brasil ¢ na Argentina (PERRONE, 2006). E um doce de cor castanho
caramelado com diferentes consisténcias: cremosa ou pastosa, sem cristais sensorialmente perceptiveis;
semi-solida; solida e parcialmente cristalizada. Como ingredientes opcionais, podem ser inseridos ao doce de
leite, creme, sélidos de origem lactea, mono e dissacarideos que substituam a sacarose em no maximo de
40% m/m, amidos ou amidos modificados em uma propor¢do nao superior a 0,5g/100 mL no leite, cacau,
chocolate, coco, améndoas, amendoim, frutas secas, cereais e/ou outros produtos alimenticios isolados ou
misturados em uma proporgao entre 5% e 30% m/m do produto final (BRASIL, 1997b).

Trata-se de um produto amplamente empregado como ingrediente para a elaboragdo de alimentos
como confeitos, bolos, biscoitos, sorvetes e também consumido diretamente como sobremesa ou
acompanhado de pao, torradas e queijo (DEMIATE et al., 2001). Assim como os demais produtos lacteos, o
requeijdo e o doce de leite sdo passiveis de contaminagdo por diferentes agentes etiologicos, que podem levar
ao desenvolvimento de doencas. A presenga de micro-organismos patogénicos e/ou suas toxinas nos
alimentos, representa um risco potencial a saide humana (PASSOS et al., 1996). A seguranc¢a alimentar € um
desafio atual, devendo ser analisada ao longo de toda cadeia alimentar (BRITO et al., 2008).
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O exame microbioldgico de um alimento pode ser realizado, entre outros motivos, para verificar sua
qualidade microbiologica ou se este satisfaz determinados critérios microbioldgicos. Os micro-organismos
indicadores sdo pesquisados com o objetivo de verificar a qualidade higiéncio-sanitaria dos alimentos
(FRANCO ¢ LANDGRAF, 1996). Os resultados das analises microbiologicas indicam a qualidade da
matéria-prima empregada, a limpeza das condi¢des de preparo do alimento e a eficiéncia do método de
preservacdo. A escolha das analises microbiologicas e os métodos a serem adotados, para tais, sdo
determinados de acordo com o tipo de alimento que esta sendo analisado e pelo propoésito especifico da
analise. Além disso, os tipos de micro-organismos que poderdo estar presentes no alimento devem ser
levados em consideracdo (HAJDENWURCEL, 1998).

Varios micro-organismos podem causar problemas quando presentes nos alimentos, tanto no ponto
de vista econdmico, quanto de saude. Dentre esses micro-organismos estdo os do grupo dos Coliformes
(Totais e Termotolerantes), os Staphylococcus spp. ¢ fungos filamentosos e leveduras. Os Coliformes tém
como caracteristica fermentar a lactose com posterior formagao de gés. O principal micro-organismo que
representante € a Escherichia coli, cujo habitat é o intestino de animais de sangue quente. Portanto, a
detecgdo destas bactérias, pode indicar contaminacdo fecal (ADAMS e MOSS, 1997). A espécie
Staphylococcus aureus ¢é anaerobia facultativa, forma cocos, ocorrendo isolados, aos pares € em
aglomerados. Esta frequentemente relacionada aos casos e aos surtos de intoxicacdo alimentar, devido a
capacidade da maioria das suas cepas de produzir enterotoxinas. Em fun¢do do risco a saude publica ¢ a
importancia que a presenca da enterotoxina representa em alimentos, estabeleceu-se em diversos paises a
obrigatoriedade de sua pesquisa e enumeracdo, como parte das agdes de fiscalizagdo sanitaria de Orgaos
governamentais (GANDRA, 2003).

Quando o ambiente estd insalubre, ele se torna um meio propicio para o crescimento de muitos
micro-organismos como fungos filamentosos e leveduras, que quando presentes nos alimentos podem
favorecer a perda do produto, resultando em prejuizo para as industrias, podendo causar alteragdes de sabor,
cor, estufamento de embalagem nas prateleiras refrigeradas de comercializacdo. Embora ndo seja comum
patogenia por parte destes micro-organismos em produtos lacteos, a presenca deles, ndo deixa de ser um
risco a saude dos consumidores. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar qualidade
microbiologica de requeijao e doce de leite pastoso produzido por uma industria da cidade de Tocantins, MG.

2. MATERIAL E METODOS

Para controle microbioldgico do requeijao e doce de leite pastoso foram realizadas contagens de
Coliformes a 35°C, Coliformes a 45°C e contagem de Staphylococcus spp. além de fungos filamentosos e
leveduras somente para doce de leite pastoso. As analises foram realizadas uma vez por més em duplicatas,
sendo feitas oito analises para coliformes a 35°C, coliformes a 45°C, bolores e leveduras, enquanto que, para
os Staphylococcus coagulase positiva, realizaram-se onze analises no decorrer do ano de 2007. A
metodologia de obtengdo, preparo ¢ analises microbioldgicas das amostras foi executada segundo descrito
por Silva et al. (1997).

2.1. Obtencao e preparo das amostras de requeijao e doce de leite pastoso

Para a realizagdo deste trabalho foram coletadas amostras de requeijdo e doce de leite pastoso de
uma industria de laticinios da cidade de Tocantins-MG, e transportadas para o Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais — Campus
Rio Pomba (IF Sudeste MG/RP). As amostras foram coletadas uma vez por més em dias variados para nao
interferir no resultado, sendo este processo repetido durante todo o ano de 2007. Cada embalagem foi
identificada e higienizada (agua corrente, detergente e alcool etilico 70%) para remog¢do dos contaminantes
superficiais. Assepticamente, 25g de cada amostra foram pesadas em balanga GEHAKA® ¢ transferidas para
225 mL da solugdo de citrato de sédio 2% (diluicio 10™") para homogeneizagdo. A partir desta diluigdo
foram realizadas outras dilui¢des subseqiientes (107 ¢ 107).

2.2. Contagem de Coliformes a 30°C e Coliformes a 45°C

A contagem de coliformes totais (Coliformes a 30°C) foi realizada pelo “método do nlimero mais
provavel” (NMP). Aliquotas de 1 mL de cada dilui¢do foram transferidas para tubos contendo 10mL de
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caldo lauril sulfato triptose (LST) (35,5g L") e incubadas em estufa durante 24h, a 35°C, para observagio do
crescimento microbiano com produgdo de gas.

Em caso positivo, uma al¢ada carregada dos tubos LST foi transferida para o caldo verde brilhante
bile (VB) (40g L") para contagem dos coliformes totais. Os tubos de caldo VB foram incubados durante 24-
48h a 35°C para se observar o crescimento ¢ a producdo de gas.

O numero de tubos VB positivos para crescimento e ocorréncia de gas foi registrado para
determinagdo do NMP/g através da tabela disponivel em Silva ef al. (1997). Outra alcada dos tubos LST
positivos foi transferida para tubos contendo o caldo Escherichia coli (EC) (37g L") para determinagdo dos
coliformes fecais (Coliformes a 45°C).

Os tubos com caldo EC foram incubados em banho-maria a 45,5°C durante 24h. Apos este periodo
analisou-se o crescimento ¢ a produgdo de gas. O niimero de tubos positivos foi anotado e o NMP/g foi
obtido utilizando-se os dados de Silva ef al. (1997).

2.3. Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Para esta analise foram utilizas, as dilui¢des 10 e 107, e inoculacdo de 0,1 mL em uma placa, para
cada diluigdo, contendo Agar Baird-Parker (BP), previamente preparada ¢ adicionado de emulsdo de gema
de ovo e telurito de potassio a 1%. No entanto, na diluigio 10™, a inoculagio foi realizada em trés placas com
o referido meio, sendo que duas foram inoculadas com 0,3 mL e uma com 0,4 mL.

Os indculos foram espalhados com o auxilio de uma alga de Drigalski, das placas de maior para as de
menor dilui¢do, até que houvesse a completa absor¢do do excesso de liquido. Apds secas, as placas foram
incubadas, invertidas, a 35°C por 48 horas, em estufa de incubag¢io (BOD Quimis® Q-315d) Para a
confirmacao, foi adotado o teste de catalase.

Foram selecionadas cinco coldnias tipicas para a inoculagdo e emulsdo em tubos correspondentes
contendo 5,0 mL de Caldo Infusdo Cérebro Coragdo (BHI, Brain Heart Infusion Agar). Em paralelo, uma
alcada foi transferida desta emulsdo para tubos contendo 10,0 mL de Agar Tripticase de Soja (TSA,
Trypticase Soy Agar) inclinado.

Os tubos contendo os dois meios foram incubados a 35°C por 24 horas. Para o teste de catalase,
adicionou-se 1,0 mL na rampa dos tubos de TSA. Nos tubos que apresentaram borbulhamento imediato, a
presenca de Staphylococcus spp. foi considerada positiva.

Para o teste de coagulase, 0,2 mL de cada tudo de BHI foi transferido para outro contendo 0,5 mL de
plasma de coelho com acido etilenodiaminotetracético (Plasma-EDTA), posteriormente misturados com
movimentos de rotagdo. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C (Tecnal®) e, a cada hora, durante
quatro horas, foi observado se haveria a formagdo de coagulos.

2.3. Contagem de Fungos filamentosos e Leveduras

Para a realizacdo desta analise foi adotado o “método de plaqueamento em superficie”. Placas de
Petri contendo 20-25 mL de Agar Batata Dextrose (PDA, Potato Dextrose Agar) (39g L), autoclavado
durante 15 minutos a 121°C e acidificado com ImL de 4cido tartarico 10% para cada 100mL de PDA, foram
inoculadas com aliquotas de 0,ImL de cada diluigdo. As placas ndo invertidas foram incubadas em estufa
(BOD Quimis® Q-315d) durante 5 dias a 25°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras apresentaram NMP de coliformes totais e termotolerantes dentro dos padrdes
estabelecidos na legislagdo pertinente (Tabelas 1 e 2). Resultados semelhantes foram encontrados por
Lourengo ef al. (2002) ao realizarem analises microbiologicas em trés tipos de requeijdo de leite de bufala,
cujos resultados variaram de < 3 a 240 NMP/g. De acordo com os resultados das analises microbiologicas
das amostras de requeijdo (Tabela 1), todas atenderam aos padrdes estabelecidos pela Portaria N° 359
(BRASIL, 1997a), tanto para as analises de coliformes, quanto para Staphylococcus spp.. Lourengo et al.
(2002) analisaram quatro tipos de queijos, sendo dois de bufalas e dois de vacas, dos quais um de cada era
artesanal e outro fabricado com a utilizac¢do de tecnologia.
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Tabela 1 — Padrdo microbiologico do requeijdo produzido por uma industria da cidade de Tocantins, MG.

Coliformes 35°C Coliforme 45°C Staphylococcus coagulase positiva
(NMP/g) (NMP/g) (UFC/g)
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'
<0,3 <0,3 <1x10'

Conforme demonstrado na Tabela 1, a contagem de Staphylococcus coagulase positivo apresentou
valores abaixo de 1,0 x 10", visto que, de acordo com Sena (2000), estes micro-organismos sio capazes de
produzir toxinas independentemente de serem coagulase positiva ou ndo. A presenca de enterotoxinas
estafilococicas no leite e nos produtos lacteos tem sido constatada em diversos estudos. Rosec et al. (1997)
em estudos com queijos elaborados a partir de leite cru, observaram a presenca de toxina do tipo C em 73,7%
das 61 amostras analisadas.

Masud et al. (1993) em estudos com 48 linhagens enterotoxigénicas de S. aureus, isoladas de
produtos lacteos, observaram que pelo menos 16 delas produziram mais de um tipo de enterotoxina. A
enterotoxina mais comumente encontrada foi a do tipo A, seguida dos tipos B, D e C.

Neste estudo, ndo foi realizada contagem de fungos filamentosos e leveduras nas amostras de
requeijdo, uma vez que, a legislagdo em vigor ndo estipula valores para a contagem desses micro-organismos
em requeijao.

Tabela 2 — Padrao microbioldgico do doce de leite pastoso produzido por uma industria da cidade de
Tocantins, MG.
Coliformes 35°C Coliformes 45°C  Staphylococcus coagulase ~ Bolores e Leveduras

NMP/g NMP/g positiva (UFC/g) (UEC/g)
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10"
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10"
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10"'
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10"
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10"
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10"
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10?
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10?
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10?
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10?
<0,3 <0,3 <1x10' <1x10?

Os resultados obtidos para a contagem de coliformes totais e termotolerantes (NMP) e
Staphylococcus coagulase positiva (Tabela 2), indicam que todas as amostras de doce de leite pastoso
atenderam aos padrdes preconizados pela Portaria n. 354 de 04 de setembro de 1997 (BRASIL, 1997b).
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BRITO et al. (2008) avaliaram em seu trabalho as condig¢Oes higi€nico-sanitarias de amostras de
doce de leite fabricado por uma industria do Municipio de Jodo Pessoa — PB e obtiveram resultados
semelhantes para coliformes termotolerantes e para os Staphylococcus coagulase positiva. Portanto, o doce
de leite pastoso foi processado em condigdes higiénico-sanitarias, o que justifica a baixa contagem de micro-
organismos do grupo coliformes e S. coagulase positivo.

Em relagdo a contagem de fungos filamentosos e leveduras, valores entre < 1,0 x 10" e < 1,0 x10°
foram constatados (Tabela 2). Portanto, atenderam os padrbes estabelecidos pela legislagdo vigente
(BRASIL, 1997b). Beloti et al. (2001) citaram que os fungos filamentosos e leveduras sdo muito
importantes como indicadores de contaminacgdo na cadeia produtiva do leite, podendo ser considerados como
um fator de contaminagdo quando isolados de 4gua residual nos utensilios e equipamentos. A presenga
desses micro-organismos no produto pode levar a redu¢do no tempo de vida de prateleira, modificacdo de
suas caracteristicas sensoriais ¢ até mesmo deterioragao.

4., CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que todas as amostras de requeijdo e de
doce de leite pastoso apresentaram boa qualidade microbioldgica em relagdo as condigdes analisadas.
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