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The objective was to determine the microbiological contamination sources during
production of mozzarella cheese. The raw material was monitored in all stages of pro-
duction, during 77 hours, from raw milk reception to package cheese, totalizing twenty
control points or sample types. Samples were also collected from workers hands and
water. The study was repeated four times in different dairy plants in north region of
Parana state, Brazil. The points and samples have been examined for the enumeration
of total aerobic mesophilic bacteria, coliforms, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. The equipments were the most probable contamination source of coliforms and
E.coli on coagulation, curd cutting and draining stages. The highest contamination of
S.aureus occurred after the acidification stage. Melting, ripening and brine stages hel-
ped to reduce the counts of coliforms, E.coli and S.aureus, ensuring safety to package
cheese. Different from pathogenic bacteria, the mesophilic bacteria counts have tended
to increase in all stages after pasteurization. £.coli and S.aureus were detected on hand
workers but not on water samples.
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RESUMO. O objetivo do estudo foi determinar
as fontes de contaminagdo durante a producdo de
queijo mucarela. A mesma matéria prima foi acom-
panhada durante todas as etapas, desde a recepg¢ao
até o queijo embalado, totalizando 77 horas de pro-
dugao e 20 pontos amostrados. O estudo foi condu-
zido com quatro repetigdes em laticinios diferentes
da regido norte do Parana. Também foram coletadas
amostras das maos dos manipuladores e da agua
utilizada na industria. As amostras foram avaliadas

através da enumeragdo de micro-organismos aero-
bios mesofilos, coliformes a 30°C, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus. A provavel incorporacao
de coliformes a 30°C e E.coli teve origem a partir
dos utensilios utilizados na coagulagdo, corte e de-
sora da massa. As maiores contagens de S.aureus
ocorreram apoés a fermentagao. A filagem, a salga e
a maturag@o contribuiram para reduzir a contagem
coliformes a 30°C, E.coli e S.aureus, garantindo
seguranga para o queijo embalado. Diferente dos
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patogenos, as contagens de micro-organismos aero-
bios mesofilos tendem a aumentar no processamen-
to pos-pasteurizag¢do do queijo mucarela.
PALAVRAS-CHAVE. Mozzarella, etapas
Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

de produgdo,

INTRODUCAO

Seguindo a mesma tendéncia mundial, o queijo
mugarela ¢ o mais consumido no Brasil. Em 2010
foram produzidas 44,9 mil toneladas de queijo, sen-
do 40% do tipo mucarela (FAO 2012). Mundial-
mente o Brasil € o sexto maior produtor de queijos
(Chalita 2010).

Muitas pesquisas avaliam a qualidade microbio-
logica dos queijos expostos a venda (Quintana &
Carneiro 2007, Ribeiro 2008, Duarte et al. 2011),
porém poucas determinam quais as fontes de sua
contaminag¢do dentro do processo industrial (Evren-
sel et al. 2003, Temelli et al. 2006).

Contaminagdes em plantas de laticinios podem
ocasionar perdas econdmicas e problemas para a
saude publica, por isso € importante controlar suas
operagdes de higiene e determinar quais pontos ofe-
recem maiores riscos de contaminagao (Perry 2004,
Furtado 2005).

O objetivo foi identificar os principais pontos de
incorporagao de micro-organismos indicadores du-
rante o processamento industrial de queijo mugare-
la, determinando a origem e as etapas passiveis de
contaminagao.

MATERIAL E METODOS

A contamina¢ao de todas as etapas da fabricagdo da mu-
carela, desde a recepcdo de leite até a expedigdo, foi avaliada
através da enumeracdo de micro-organismos aerobios meso-
filos, coliformes a 30°C, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, sendo que este Gltimo ndo foi pesquisado em equi-
pamentos e superficies de contato. Para manter a correspon-
déncia entre as amostras, a mesma remessa de matéria prima
foi acompanhada até o final do seu processamento, durante
77 horas. O estudo foi conduzido com quatro repeticdes em
quatro laticinios da regido norte do Parana.

Para amostras liquidas, pipetou-se 1 mL da amostra em
tubo de vidro. Para amostras solidas, ou seja, massas em pro-
cesso de fabricagdo, a coleta foi feita através de recortes na
massa utilizando tesoura e pinga, e posterior acondicionamen-
to em bolsas plasticas.

Os equipamentos ¢ utensilios também foram avaliados, no
momento em que estavam higienizados ¢ prontos para serem
usados no processo de fabricagdo. O fluxograma dos pontos
amostrados esta descrito na Figura 1.

A contaminag¢@o microbioldgica dessas superficies foi
avaliada pela técnica de esfregaco (ABNT 1988) com hastes
de algodao contendo 1 mL de caldo Letheen e moldes de 20,

25 e 50 cm?, dependendo da area total que o equipamento
apresentava. Na Tabela 2 estdo descritos os equipamentos
analisados.

Em cada laticinio, a mao de quatro funcionarios que traba-
lhavam em etapas com intensa manipulacdo (coagulagdo, de-
sora, secagem e filagem), foi avaliada para coliformes a 30°C,
E. coli e S. aureus através de esfregago em toda a superficie
da palma, unhas e espaco interdigital. Todo o material utili-
zado na coleta foi esterilizado em autoclave a 130°C, 1,5 atm
durante 15 minutos.

As amostras foram entao diluidas em série com solucao sa-
lina estéril 0,85%, na propor¢do de 1/9, sendo 25g diluidas em
225 mL para amostras solidas, ou 1 mL da amostra em 9 mL
de solucdo salina para amostras liquidas. As diluigdes foram
homogeneizadas e semeadas em placas Petrifilm™ AC para
aerdbios mesdfilos, Petrifilm™ EC para coliformes a 30°C e
E. coli e Petrifilm™ STX para S. aureus, sendo incubadas se-
gundo recomendacdes do fabricante.

As contagens obtidas foram padronizadas de acordo com
a dilui¢do considerada e a area amostrada, com resultados
expressos em Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por
cm?, g ou mL, dependendo da natureza da amostra. Contagens
abaixo do limite de detec¢ao foram consideradas como o me-
nor numero sucessivo de uma casa decimal. Assim, auséncia
de crescimento microbiano em amostras integrais foi conside-
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Figura 1. Pontos amostrados segundo as etapas de produgao
do queijo mugarela e tempo total de cada processo.
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rada como 0,9 UFC/ml, possibilitando a analise da estatistica
descritiva no programa Statistica 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os laticinios avaliados eram pequenas industrias
com recebimento médio de 20 mil litros de leite por
dia, localizados na regido norte do Parand e com
servico de Inspecao Estadual. Além do queijo mu-
carela outros produtos também eram fabricados,
como leite pasteurizado, queijo minas frescal e ri-
cota.

A matéria prima era recebida em caminhdes iso-
térmicos e submetida as analises de qualidade na
plataforma de recepcdo. O leite cru era entdo fil-
trado e pasteurizado em sistema de placas. Todo o
processamento do queijo era manual, exceto a fi-
lagem da massa. A agua utilizada na industria era
proveniente do sistema publico de abastecimento e
armazenada em caixas d’agua.

Na recepcao dos laticinios, o leite cru apresentou
alta contamina¢do microbiologica, indicando defi-
ciéncias na higiene de ordenha, refrigeragcdo inefi-
ciente ou demora no tempo de entrega da matéria
prima. A contagem média de aerdbios mesofilos foi
de 2,9 milhoes UFC/ml, resultado acima do limi-
te permitido pela legislacdo brasileira. No ano de
2009, época da realizagdo do experimento, o limite
maximo da contagem padrao em placas para leite
cru refrigerado era de 750 mil UFC/ml. Atualmente,
a Instru¢do normativa 51, complementada pela Ins-
trugao Normativa 62, estabelece o limite de 600 mil
UFC/ml (Brasil 2011). Os micro-organismos aero-
bios mesofilos representam a contaminacgao total do
leite, da ordenha até o momento da analise (Marvin
2001).

A contagem média de coliformes a 30°C no leite
cru foi de 19,75 mil UFC/ml, indicando que cerca
de 0,67% da contaminagao total do leite era pro-
veniente do ambiente da ordenha. O leite cru tam-
bém apresentou contaminacao de origem fecal, com
contagem média de E. coli de 3,55 mil UFC/ml. Os
coliformes a 30°C e E. coli revelam as condi¢des
de higiene na obten¢do da matéria prima, além de
evidenciarem a possibilidade de outros patdgenos,
de origem ambiental ou fecal, estarem presentes no
produto analisado (Marvin 2001).

Na legislacao nao ha parametros para esses mi-
cro-organismos em leite cru refrigerado, uma vez
que ja sdo esperados em produtos ainda ndo pro-
cessados. Diversos autores avaliaram a sua quali-
dade e detectaram a presenca de coliformes, E.coli

e outros patogenos, dados que reforcam o fato do
leite cru ndo ser indicado para o consumo, pois pode
trazer riscos a saide (Okura et al. 2005, Citadin et
al. 2009)

Ap6s o leite ser pasteurizado, houve reducdo de
mais de 99% para aerdbios mesdfilos, coliformes a
30°C e E. coli, com contagens médias de 8,05x10°
UFC/ml, 3,17 UFC/ml e 1,17 UFC/ml, respectiva-
mente. Segundo a Instrucdo Normativa 51 (Brasil
2002), deve haver auséncia de coliformes a 30°C
nessa etapa do processamento. Dos quatro laticinios
analisados, um apresentou contagem acima do per-
mitido, com 10 UFC/ml de coliformes a 30°C. Isso
aponta uma das primeiras portas de entrada da con-
taminagdo ambiental na planta de processamento.
Falha no bindmio tempo-temperatura de pasteuri-
zagao pode ser um dos motivos para a entrada desse
tipo de micro-organismo. Ainda, a valvula de deri-
vacao do pasteurizador pode nao ter sido satisfato-
riamente higienizada.

Na terceira etapa do processamento, quando o leite
¢ despejado no tacho para ser coagulado, a contagem
média de aerdbios mesodfilos aumentou em 13,07%,
enquanto a contagem de coliformes a 30°C aumentou
16,67% ¢ de E.coli aumentou 5,14%. Analisando a
contaminagdo das superficies e utensilios utilizados
nessa etapa (Tabela 2), ¢ possivel identificar o motivo
da contaminagdo. A superficie do tacho apresentou
contagens de coliformes de 10 mil UFC/cm? e cer-
ca de 8 mil UFC/cm? para E.coli, indicando higie-
nizagdo insatisfatéria. Os utensilios envolvidos nes-
sa etapa também estavam com contagens elevadas,
com mais de 89 mil UFC/cm? e 9 mil UFC/cm? para
coliformes e E.coli respectivamente. Os utensilios
frequentemente tinham contato com o piso, e desse
modo carreavam a contaminagao para os tachos.

Na etapa da coagulagao da massa ocorreu a maior
incorporagdo de contaminag¢do ambiental e fecal na
massa. As principais fontes dessa contaminagao fo-
ram os utensilios utilizados, que em contato com o
piso, ou por deficiéncia na higienizagao, transporta-
ram e/ou incorporaram micro-organismos indeseja-
veis para a massa da mugarela. A partir dessa etapa,
a contaminacdo ambiental e fecal aumentou expo-
nencialmente, pois as caracteristicas do produto fa-
vorecem a multiplicacdo dessas bactérias, aumen-
tando em mais de mil vezes até a etapa de filagem.

Aproximadamente 90 minutos depois do pro-
cesso de coagulacdo, a massa desorada apresentou
35,17x10° UFC/g de coliformes a 30°C e 29,02x10?
UFC/g de E.coli. Depois de 12 horas fermentando,

Rev. Bras. Med. Vet., 35(3):217-223, jul/set 2013

219



Rafael Fagnani et al.

as contagens aumentaram para 675x10° UFC/g e
525x10° respectivamente. A riqueza de nutrientes
da massa aliada a boa temperatura para a multipli-
cacdo bacteriana sdo fatores que permitem a rapida
proliferacdo de micro-organismos. A temperatura
da massa nas 12 horas de fermentagdao variou de
45°C para 29°C, intervalo ideal para o crescimento
da maioria das enterobactérias (Jay 2005).

Na Figura 2 ¢ possivel visualizar maiores conta-
gens de aerdbios mesofilos durante a fermentagao,
0 que pode estar relacionado a multiplicacdo de
bactérias 4cido laticas. No processo tecnoldgico da
fabricacdo de mugarela, a proliferacdo dessas bac-
térias fermentadoras de lactose € necessaria para a
acidificacdo da massa e posterior identidade do pro-
duto (Furtado 2005). Porém, micro-organismos in-
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Figura 2. Fungdes polinomiais da mediana e variagéo das con-
tagens médias para aerébios mesofilos e Staphylococcus
aureus nas diferentes etapas de produgéo do queijo muga-
rela.
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Figura 3. Fungdes polinomiais da mediana e variagéo das con-
tagens médias para coliformes a 30°C e Escherichia coli nas
diferentes etapas de produgao do queijo mugarela

desejaveis nesse processo também podem se multi-
plicar, como coliformes a 30°C e E.coli, produzindo
acido acético e alterando o sabor original do queijo,
além de estarem relacionados a seguranca alimentar
(Furtado 2005).

A contaminacdo por S. aureus seguiu a mesma
curva de proliferagdo (Figura 2) dos coliformes e E.
coli (Figura 3), com aumento mais evidente duran-
te a fermentagdo e provavel incorporagao inicial na
manipulagdo da massa apos sua desora. A massa de-
pois de fermentada teve a mais alta contagem média
de S. aureus, com mais de 2,79x10* UFC/g. O po-
tencial patogénico de S. aureus comega a ter impor-
tancia quando se considera o seu potencial entero-
toxigénico, além das condi¢des ambientais para que
i1sso ocorra (Santana et al. 2010) As enterotoxinas
estafilococicas podem ser detectaveis nos alimentos
quando as contagens desse micro-organismo ultra-
passam 10° UFC/g (Wong & Bergdoll 2002). O pH
também influencia a producdo das enterotoxinas,
ocorrendo a inibi¢ao de sua sintese em pH menor
que 5,0 (Loir et al. 2003). O pH da massa nessa
etapa varia de 5,2 a 5,4, o que pode reduzir a produ-
¢do de enteroxinas, mas ndo evita-la.

Apos a filagem da massa houve reducao da
quantidade de todos os micro-organismos pesqui-
sados. A temperatura da filagem oscila de 75° a
80°C, o que ¢ responsavel por essa diminui¢do de
células viaveis. Bactérias mais termosensiveis ti-
veram reducdo mais acentuada na contagem média
de coldnias, como os coliformes a 30°C, E. coli €
S. aureus. Para os aerobios mesofilos a reducao foi
menor, uma vez que englobam maior variedade de
géneros, inclusive micro-organismos termoduricos,
como algumas espécies de Micrococcus e Bacillus
(Jay 2005).

Houve uma ténue variagdo nas contagens micro-
bioldgicas apds o resfriamento da massa em agua
corrente. A curva da multiplica¢do se manteve cons-
tante para os micro-organismos pesquisados, nao
havendo incorporagdo de nenhum tipo de contami-
nacdo nessa etapa. A dgua utilizada no resfriamento
e as formas utilizadas também apresentaram baixas
contagens microbianas (Tabela 2).

A partir da salga a proliferagdo de coliformes a
30°C, E. coli e S. aureus diminuiu. A solucdo de
salmoura utilizada era composta por 30% de sal e
0,1% de clorexidina. Nessa concentragdo, os dois
compostos possuem agao bacteriostatica (Santos et
al. 2008), o que auxiliou a redu¢ao das contagens
desses micro-organismos. Soma-se ao fato a baixa
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Tabela 1. Contagens médias de aerdbios mesofilos, coliformes a 30°C,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus na producao de queijo mucarela,
em quatro laticinios do norte do Parana.

Etapas M AM M Colif. M E.coli M S.aureus
UFC /g/ml  UFC/ g/ml UFC/ g/ml UFC/ g/ml
Leite cru 2,90x10° 1,98x10° 3,55x10° n.r
Leite pasteurizado 8,05x10° 0,52x10" 0,32x10! n.r
Leite no tacho 9,10x10° 8,73x10? 1,68x102 n.r
Massa pés desora 5,00x10* 3,52x10* 2,90x10* 7,51x10?
Massa pds 12h ferment. 3,52x10°8 6,75x10° 5,25x10° 2,79x10*
Massa pos filagem 1,66x108 1,14x103 8,36x10? 6,43x10"
Massa péds resfriamento  1,83x108 3,30x10° 1,17x10° 1,76x10°
Massa pds salga 4,62x10° 3,88x10° 1,36x102 1,03x102
Massa pés maturagdo  2,05x10°8 9,47x10? 2,77x10! 0,86x10"
Massa pés embalagem  3,97x10°8 1,3x10? 0,97x10! 0,90x10!

M: média aritmética; n.r: nao realizado.

Tabela 2. Contagens médias de aerdbios mesdfilos, coliformes
a 30°C, Escherichia coli e Staphylococcus aureus de méaos
dos funcionarios, agua, utensilios e equipamentos utilizados
na producgéo de queijo mugarela, em quatro laticinios do norte
do Parana.

Utensilios M AM M Colif. M E.coli M S.aureus
UFC/cm? UFC/cm? UFC/cm?  UFC/cm?
ou /ml ou /ml ou /ml ou /ml
Tacho 4.27x108 1,00x10* 0,83x10" n.r
Prensa 2,93x10° 0,36x10" 0,36x10" n.r
Utensilios 3,83x10° 8,99x10* 9,11x10° n.r
(desoragem)
Mesa 7,52x10° 3,76x10? 7,62x10° n.r
fermentagao
Entrada filadeira 4,20x10? 0,12x10" 0,12x10" n.r
Saida filadeira 0,53x102 0,13x10" 0,12x10" n.r
Foérma 7,51x104 0,17x01" <0,09x10° n.r
Salmoura 1,57x108 1,97x10! 3,39x10? n.r
Agua resfriamento  n.r 0,09x10"  <0,09x10" n.r
Maos (UFC/mao) n.r 1,10x104 7,55x10?  8,30x10*

M: média aritmética; n.r: ndo realizado.

temperatura da sala (5°C; +- 1), o que auxilia na di-
minui¢ao do metabolismo e multiplicacao bacteria-
na (Jay 2005).

Contrariamente, pode-se observar um aumento
nas contagens médias de S. aureus nessa etapa (Ta-
bela 1 e Figura 2). Este grupo de micro-organismo
tem a capacidade de sobreviver e multiplicar em
uma concentragdo de cloreto de sédio de até 15%
e a producdo de enterotoxina acontece em concen-
tracoes de sal de até 10%, o que faz com que os ali-
mentos curados também sejam veiculos potenciais
de intoxicagdo (Santana et al. 2010).

Na maturagdo, a diminui¢do das contagens de
coliformes a 30°C, E. coli e S. aureus foi ainda mais
acentuada. Por outro lado, a tendéncia da prolifera-
¢do de aerdbios mesofilos foi contraria, com conta-
gens médias crescentes. O fato pode ser explicado
pela multiplicagdo de bactérias acido-laticas, o que
¢ desejavel nessa etapa do processamento.

A capacidade das bactérias acido-laticas produ-

zirem substancias inibidoras de crescimento ajuda
a compreender a dicotomia das curvas de cresci-
mento entre aerébios mesofilos e os demais micro-
-organismos pesquisados. Entre essas substancias
estdo os acidos organicos, responsaveis pela queda
do pH, tornando o meio desfavoravel ao crescimen-
to de outras bactérias. Outras substancias também
sdo produzidas, como bacteriocinas, peroxido de
hidrogénio e diacetil. (Salminem & von Wright
1993).

Diversos trabalhos ja evidenciaram o potencial
antagonista das bactérias dcido-laticas (Stecchini et
al. 1995, Guerra & Bernardo 2001), principalmente
em relagdo aos patdgenos, uma vez que seu proprio
comportamento natural os faz mal competidores.
Todas essas caracteristicas contribuem para as con-
tagens microbianas do produto embalado estarem
dentro dos limites preconizados pela legislagao,
que para queijos de média umidade ¢ de no méaximo
5x10° UFC/g para coliformes a 30°C, 5x10? UFC/g
para coliformes a 45°C e 1x10° UFC/g para S. coa-
gulase positiva (Brasil 1996).

A contaminagdo encontrada nas maos dos fun-
cionarios esta descrita na Tabela 2. A alta contagem
relativa de coliformes e E. coli ndo pode ser atribu-
ida somente a higienizagdo pessoal, uma vez que
a massa processada ja apresentava altas contagens
desses micro-organismos. Assim, apesar de ser pro-
vavel, foi impossivel afirmar que a contaminagao
fecal teve origem através das maos dos funciona-
rios. O que € necessario destacar € que a partir do
momento em que as maos estdo contaminadas, o
pessoal envolvido pode espalhar esses micro-orga-
nismos para toda a industria.

Pelo mesmo motivo, ndo foi possivel apontar
qual funcionario foi responsavel pela origem da
contaminagdo por S. aureus, uma vez que a contami-
nacdo da massa contamina outros funcionarios que
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a manipulam. O homem e os animais sdo os prin-
cipais reservatorios de S. aureus, sendo a cavidade
nasal seu principal habitat (Jay, 2005). Também e
pode ser encontrado em 30% a 50% dos individu-
os saudaveis (Loir et al. 2003, Wong & Bergdoll
2002). Os portadores nasais de S. aureus a0 mani-
pularem alimentos podem se tornar importante fon-
te de contaminag@o para os alimentos (Lancette &
Tatini 1992).

CONCLUSOES

Na fabricagdo industrial de mugarela, a incorpo-
racdo de coliformes a 30°C e E. coli teve origem a
partir dos utensilios utilizados na coagulacao, corte
e desora da massa, sendo essa uma das principais
etapas passiveis de contaminagdo dentro da planta
de processamento.

Apesar de haver alta contagem de coliformes
a 30°C e E. coli nas etapas iniciais, a filagem, a
salga e a maturacdo contribuem para reduzir es-
sas contaminacdes a niveis aceitdveis segundo a
legislagao.

As maiores contagens de S. aureus ocorreram
ap6s a fermentacao, e com provavel inicio na eta-
pa anterior, quando os funcionarios comegam a
manipular a massa. Assim, a etapa da fermentagado
apresenta maiores riscos quando se considera o po-
tencial enterotoxigénico dos S. aureus. Do mesmo
modo que os coliformes a 30°C e E. coli, a filagem,
a salga e a maturacdo contribuem para reduzir a
contagem desses patdgenos para niveis seguros.

Diferente dos patogenos, as contagens de micro-
organismos aerobios mesoéfilos tendem a aumentar
no processamento pos-pasteurizacao do queijo mu-
carela.
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