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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas, assim como as diversas areas da Ciéncia, passam por
constantes transformacgdes, as quais séo determinantes para o seu avanco cientifico. A
producéao cientifica tem papel essencial na avaliagdo da ciéncia, pois sustenta a avaliagdo
qualitativa e quantitativa. A avaliacdo da producgéo cientifica permite inferir sobre os
movimentos de institucionalizacdo e desenvolvimento da pesquisa em campos cientificos,
periodos e contextos especificos. Além de permitir 0 entendimento dos processos de
producao, difusdo e uso do conhecimento, também pode orientar o desenvolvimento e a
adaptacao de politicas cientificas, tecnoldgicas e de inovagéo.

Nessa perspectiva, o e-book “Produgéo Cientifica em Ciéncias Biolégicas”, € uma
obra composta de uma série de investigacbes e contribuicdes nas diversas areas de
conhecimento que interagem nas Ciéncias Bioldgicas, com uma leitura rapida, dinamica
e cheia de possibilidades de aprendizado. Assim, o e-book & para todos os profissionais
pertencentes as Ciéncias Biologicas e suas areas afins, especialmente, aqueles com
atuacao no ambiente académico e/ou profissional.

Portanto, o resultado dessa experiéncia, que se traduz neste e-book, objetiva
apresentar ao leitor a diversidade de tematicas inerentes as areas da Saude, Meio
Ambiente, Biodiversidade, Biotecnologia e Educacdo, como pilares estruturantes das
Ciéncias Biolégicas. Por fim, desejamos que a obra contribua para o enriquecimento da
formacéo universitaria e da atuagéo profissional, com uma vis@o multidimensional com o
enriquecimento de novas atitudes e praticas multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Agradecemos aos autores pelas contribuicdes que tornaram essa edigéo possivel, e
juntos, convidamos os leitores para desfrutarem as publicagcdes.

Danyelle Andrade Mota
Clécio Danilo Dias da Silva
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RESUMO: O queijo de coalho vem ha muitos
anos ocupando lugar de destaque na mesa

Producéo cientifica em ciéncias biolégicas

MODERNA

dos consumidores brasileiros, principalmente
na regido Nordeste e Norte, devido ao seu
alto valor nutritivo e sabor agradavel, sendo
utilizado em inUmeros pratos da gastronomia
nordestina e norte. O presente trabalho tem
como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica
comercializado em uma feira livre do municipio
de Manaus-Am visando buscar patégenos
causadores de doencgas que afetam a populagéo
de Manaus. Foram coletadas dez amostras do
queijo coalho, durante 0 més de marcgo do ano de
dois mil e dezoito, em trés pontos de vendas da
Manaus Moderna. De acordo com os resultados,
os valores obtidos para coliformes totais foram
considerados elevados para quase todas as
amostras analisadas. Quanto aos patogénicos,
100% das amostras apresentaram contagem
Salmonella sp e E.coli. Por meio dos resultados,
pode-se concluir que estes produtos estdo sendo
fabricada sem a adog¢é@o das boas préaticas de
fabricacdo e numa condi¢cdo que compromete a
qualidade do produto e que p&e em risco a saude
do consumidor.

PALAVRAS-CHAVE: Derivado do
Seguranca alimentar. Microbiologia.

Leite.

MICROBIOLOGICAL EVALUATION
OF COALHO CHEESE SOLD AT THE
MANAUS MODERNA FAIR

ABSTRACT: For many years, coalho cheese has
been occupying a prominent place on the table of
Brazilian consumers, mainly in the Northeast and
North regions, due to its high nutritional value and
pleasant flavor, being used in numerous dishes
of northeastern and northern gastronomy. This
study aims to evaluate the microbiological quality
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sold in an open market in the city of Manaus-Am, aiming to search for pathogens that cause
diseases that affect the population of Manaus. Ten samples of coalho cheese were collected
during the month of March of the year two thousand and eighteen, in three points of sale
of Manaus Moderna. According to the results, the values obtained for total coliforms were
considered high for almost all analyzed samples. As for pathogens, 100% of the samples
had Salmonella sp and E.coli sp counts. Through the results, it can be concluded that these
products are being manufactured without the adoption of good manufacturing practices and in
a condition that compromises the quality of the product and puts the consumer’s health at risk.
KEYWORDS: Dairies. Food safety. Microbiology.

11 INTRODUCAO GERAL

A bactéria Salmonella € uma doencga zoon6tica de grande importancia para a saude
publica (Korsak et al., 2004). Existem duas subespécies de Salmonella: Salmonella, que
€ isolada de animais de sangue frio; Temos Salmonella intestinal, que contém mais de
2.579 sorotipos. Entre eles, 1.531 pertencem a subespécie intestinal (Grimont et al. 2007),
incluindo os sorotipos: S. Pullorum e S. Gallinarum, que causam leucoplasia especifica de
aves e tifo aviario (Gast et al. 2008). Os principais vetores de disseminacao séo alimentos
de origem animal, principalmente aves e ovos, mas o projeto também inclui carne bovina,
peixes, frutos do mar, laticinios, como leite e queijo de leite ndo pasteurizado e sorvete
(Shinohara et al., 2008). Portanto, qualquer alimento desses animais ou qualquer alimento
em contato com suas fezes pode ser considerado um meio de transmissao de Salmonella.
A presenca de Salmonella nos queijos coalhos em alguns estudos (Florentino et al. 1999,
Nassu et al. 2001, Pinto et al. 1996) foram relatados, os quais enfatizaram o controle de
qualidade microbioldgica do produto € importante porque a legislagéo brasileira (Brasil,
2003) estipula que este tipo de bactéria néo existe em alimentos. Este género pertence
a familia Enterobacteriaceae e inclui bacilos Gram-negativos que nao produzem esporos;
anaerbbios facultativos moéveis devido a presenca de flagelos periféricos ou flagelos
iméveis; produzem &cido e gas a partir de glicose e outros carboidratos (Franco et al.
2005). Eles sao oxidase negativos e catalase positivos (com muitas poucas excecgoes) e
pode usar citrato como Unica fonte de carbono (Franco et al. 2005)

A Escherichia coli € uma bactéria anaerébia facultativa gram-negativa pertencente
a microbiota intestinal dos animais, incluso o homem, e estéo localizados no ceco e colon
(Tenaillon et al., 2010). Pode ser encontrada abundantemente na microbiota de diversos
animais, exige grande interagdo dessa bactéria com o hospedeiro (Croxen et al. 2010).
Estudos diversos ainda estdo sendo realizados para maior compreensao dessa bactéria
na microbiota, mas sabe-se que auxilia no processo de absor¢do de vitaminas ao ocupar
locais na mucosa intestinal, bloqueando a fixagdo de bactérias patogénicas (Ferreira et al.
2009). Embora tenham uma relagédo simbiética com humanos, essas bactérias apresentam

caracteristicas de viruléncia diferentes e sédo divididas em tipos patogénicos diarreicos e
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extraintestinais (Croxen et al. 2010). Além das infec¢des gastrointestinais, a E. coli também
pode causar infec¢des do trato urinario (Croxen et al. 2010).

Os fungos do género Aspergillus pertencem & familia da Aspergillaceae, a classe
dos Ascomicetos e a subclasse Euascomycetae. Existem mais de 200 espécies dentro
deste género, mas apenas cerca de 20 tem sido encontrada como causa de doenca
(Richardson & Warnock, 2003). Aspergillus fumigatus é o agente etiolégico responsavel por
aproximadamente 90% das aspergiloses invasivas diagnosticadas (Araujo et al., 2005a).
Porém, outras espécies, incluindo Aspergillus flavos, Aspergillus nidulans, Aspergillus
Niger e Aspergillus termos s&o as principais responsaveis pelas restantes infecgbes (Jiang
et al, 2013, Martins et al. 2005, Murray et al. 2006). A aspergilose € uma infec¢do fungica
oportunista, primariamente respiratoria, causada por fungos do género Aspergillus (Flach et
al. 1988). Este género caracteriza-se por fungos filamentosos com hifas hialinas, septadas
e ramificadas em angulo agudo, as quais se diferenciam em estruturas reprodutivas tipicas
para dar origem aos conidios (Parks, 2009).

O género Penicillium é caracterizado pela producao de conidios em cadeias a partir de
verticilos das fialides (Pitt et al. 2000). A taxonomia de Penicillium foi, inicialmente, baseada
na forma da fialide e ramificagcdo dos conidiéforos, sendo o género dividido em 10 se¢bes
e 18 séries (Houbraken et al. 2011). Pitt (2000) classificou as espécies monoverticiladas
de Penicilium no subgénero Aspergilloides, as espécies biverticiladas foram classificadas
no subgénero Furcatum. As espécies biverticiladas, que demonstravam um arranjo regular,
com as metilas localizadas, terminalmente, a estirpe, foram classificadas no subgénero
Biverticillium. Por contagio, contaminam frutas e sementes e chegam a invadir habitacdes,
sendo responsaveis pelos bolores que se instalam em alimentos para consumo humano
(Houbraken et al. 2011). Alguns membros do género produzem penicilina, uma molécula
usada como antibi6tico, que mata ou impede o crescimento de certos tipos de bactérias.
Outras espécies sao usadas na fabricagdo de queijos (Houbraken et al. 2011).. De acordo
com o Dictionary of the Fungi (10? edigédo, 2008), o género generalizado contém mais de
300 espécies (Kirk et al. 2005).

No estado do Amazonas, 0s queijos coalho artesanais sédo fabricados para
comercializagéo principalmente no municipio de Manaus. Em diversas regides, a producéao
de queijos artesanais envolve peculiaridades técnicas que os assemelha ou diferencia.
Embora a legislacéo que dispde sobre o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
de Queijo de Coalho (RIISPOA) estabeleca que o leite a ser utilizado deva ser higienizado
por meios mecénicos adequados e submetido a pasteurizacdo ou tratamento térmico
equivalente ainda é encontrado queijo de coalho produzido com leite cru (Brasil, 2001).
Durante o processo de produgao do queijo ndo deve ocorrer contaminacao. Para identificar
possiveis falhas higiénicas, que possa causar contaminagdo do alimento, busca-se a
investigacdo de presenga de microrganismos indicadores de méa qualidade higiénica e de
microrganismos patogénicos (Salloti et al.,2006).
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Sabe-se que o queijo coalho &€ um produto popular da regidao Norte e Nordeste
sendo produzido de forma artesanal como de forma industrial. E bastante consumido pelos
manauaras, apresentando relevancia socioeconémica e cultural (Dantas et al., 2013). O
presente trabalho tem como objetivo realizar analise microbioldgicas no queijo coalho
artesanais comercializado em Manaus-Am visando buscar patdgenos causadores de

doencas que afetam a populacéo.

21 OBJETIVOS

Geral

Realizar analises laboratoriais dos queijos coletados na feira da Manaus Moderna buscando
a qualidade microbioldgicas dos queijos tipo coalho, visando buscar patégenos causadores
de doenca.

Especificos

+ Analisar a qualidade microbiologica do queijo tipo coalho encontrado na feira,
verificando a existéncia de Salmonella sp e E. coli sp.

+ Analisar a possibilidade de fungos do tipo Aspergillus sp e Penincilium sp.

« Correlacionar a qualidade microbiologica do queijo comercializado na feira com o
aparecimento de doencas.

31 MATERIAL E METODOS

As analises microbioloégicas foram realizadas no laboratério de micologia da
Faculdade Estacio do Amazonas e conforme as normas do comité de ética da pesquisa da
instituicao.

3.1 Delineamento amostral

Foram analisadas 10 amostras de queijo coalho, adquirida na Feira livre da Manaus
Moderna da cidade de Manaus, no més de margo de 2018 (Figura. 1). As amostras
foram coletadas com assepsia em sua embalagem plastica original e transportadas sob-
refrigeracdo em caixas de isopor com gelo artificial. Todos os procedimentos utilizados no
preparo das amostras seguiram as recomendacgbes descritas no Compedium of methods
for the microbiologica Examination of Foods. As embalagens foram desinfetadas com alcool
70% e abertas com tesoura esterilizadas. O queijo foi todo picado em uma placa de petri
estéril com auxilio de uma faca e colher esterilizadas. Estas amostras foram maceradas
em capsulas de porcelana com auxilio de pistilo para obter uma maior homogeneizagéo.
Foi retirado 25g de cada amostra e colocadas no erlenmeyer contendo 225 mL de
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agua peptonada estéril, homonogeizou-se por 2 min a amostra. A segunda e a terceira
serie continham 9 mL de agua peptonada e receberam 1 mL de diluicbes 10 -1 e 10-2,

respectivamente (Silva et al.,2007).

Figura 1: Feira da Manaus Moderna. Foto: G1 Amazonas.

3.2 Analises Microbiolégicas

3.2.1 Técnica de tubos multiplos

ApOs selecionar as dez diluigbes inocularam-se 1 mL da diluicdo em uma série de
dez tubos contendo caldo Lauril Sulfato Triptose (LST). Os tubos LST foram incubados a
35° C por 24 horas e observou-se 0 crescimento com producgéo de gas. Em caso positivo,
transferiu-se uma algada em tubo contendo nove mL de Verde Bile Brilhante (VB) e outra
alcada em cinco mL de caldo E.coli Médium (EC) (MERCK 10765). Os tubos VB foram
incubados a 35°C por 24 horas e determinou—se o numero de tubos positivos com gas para
confirmagéo de coliformes a 35°C. Ja os tubos EC foram incubados a 45°C em banho-maria
por 24 horas para confirmacao da presenca de coliformes a 45°C (SILVA et al., 2007). De
cada tubo de EC positivo com produgéo de gas, estriou-se uma algada em placa contendo
Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) sendo as mesmas incubadas a 35° C por 24 horas, e
posteriormente foi observado se houve desenvolvimento de colénias nucleadas com centro
preto, com ou sem brilho metéalico. Havendo col6nias tipicas, foram transferidas 10 col6nias
bem isoladas em tubo contendo Agar Triptona de Soja (TSA) inoculando a 35° C por 24
horas.
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3.2.2 Técnica de aglutinacdo em lamina

Para a técnica de aglutinagdo em lamina, utilizou-se 1amina limpa e desengordurada
com alcool. A suspenséao bacteriana usada era suficientemente espessa onde se suspendeu
o crescimento da superficie do meio 2x LB em 0,2 a 0,3 ml de solugéo salina. A proporgéo
suspensao/antissoro era de uma algada para uma gota normal dos soros PROBAC, seguindo
a técnica utilizada por Avila et al. (1988). A mistura suspenséo/antissoro foi totalmente
homogénea e ocupou uma area de 1,5 cm de didametro. Movimentando a lamina de modo
que a mistura suspensao/antissoro se desloque facil e continuamente. A movimentagéo foi
mantida pelo menos por 1 a 2 minutos.

3.2.3 Pesquisa de Salmonella sp

Apobs a retirada das aliquotas para as demais analises microbiologicas, o restante
foi utilizado para a etapa de pré-enriquecimento da amostra. O pré-enriquecimento foi feito
com incubacgéo das amostras preparadas a 36+1 °C por 16 a 20 horas. Apos o procedimento
de pré-enriquecimento, foram inoculados os caldos seletivos Rappaport Vassiliadis (RV),
0,1 mL em tubos contendo 10 mL, e Selenito-cistina (SC), 1 mL em 10 mL de caldo,
ambos incubados a 41+ 0,5 °C em banho-maria por 24 a 30 horas. A partir dos caldos
de enriquecimento seletivo, a superficie de placas contendo Agar Verde Brilhante (VB) e
Agar Xilose, Lisina, Desoxicolato (XLD) foram inoculadas estriando de forma a se obter
colbnias isoladas. Foram selecionadas de trés a cinco colonias suspeitas de Salmonella
spp., repicadas em agar nao seletivo e incubadas a 36 °C por 18 a 24 horas a fim de
verificar a sua pureza. Em condicGes assépticas dispensar em placas de petri e deixar
solidificar o meio com as tampas das placas parcialmente removidas.

3.2.4 Pesquisa de Aspergillus sp e Penincilium sp

Para a presenca dos respectivos fungos foi pesado 32,59 do meio em 500 mL de
agua destilada. Apos isso foi aquecido, aquecido frequentemente e fervido por 1 min no
agitador magnético para dissolver completamente o meio. Em seguida foi levada para
autoclave por 15 min a 121°C. Ap6s umas horas foi distribuida nas respectivas placas de
petri e aguardou solidifica-la. Apo6s a solidificacéo foram guardadas na estufa bacteriologica
4 36°C.

3.2.5 Analise microbiologica de Coliformes Fecais

Para contagem de coliformes fecais foi pesado 8,75 g do meio em 250 mL de agua
purificada. Em seguida foi misturado completamente e colocado por alguns minutos no
agitador magnético para homogeneizar. Em seguida foi pra autoclave por 15min a 121
°C. Apods ter ficado na autoclave por algumas horas, foi distribuido nos respectivos tubos
contendo o tubo de Durham de fermentacéo invertida.
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41 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as analises microbioldgicas tivemos presenca total de bactérias e
fungos nas amostras estudadas. Das dez amostras de queijos analisadas, 100% foram
confirmadas o crescimento de Salmonella sp, indicando a falta de um controle rigido de
higiene dos manipuladores e o descaso com as Boas Pratica de Manipulagao (BPM) durante
a preparacao desses alimentos (Fig. 2). Duarte et al. (2005) detectaram presenca desta
bactéria em 5,5% das amostras de queijos coletadas em estabelecimentos comerciais.
Segundo Avila e Gallo (1996), os produtos de laticinios sdo uns dos mais importantes
veiculos de transmisséo de Salmonella sp., e 0 consumo de queijo de coalho contaminado
por esta bactéria pode representar risco a saude da populagdo manauara visto que este
€ um alimento tipico e acessivel a maioria das classes sociais do Nordeste (Duarte et al.,
2005).

Figura 2: 100% de Salmonela sp. Foto: Caroline Barros.

Nadvorny et al. (2004), avaliando a ocorréncia de DTA no Rio Grande do Sul,
constataram que 74,7% dos surtos ocorridos no ano 2000 foram ocasionados por Salmonella
sp. e que a utilizagcdo de matéria-prima sem inspec¢éo sanitaria e a manipulagéo incorreta
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dos alimentos constituiram-se nos fatores predisponentes a contaminag¢éao dos alimentos.
Percentual superior foi encontrado por Borges et al. (2003), que constataram a presenca
deste micro-organismo em 34,9% da amostra de queijos de coalho produzidos no Estado
do Ceara. A legislagéo brasileira (Brasil, 2001a) ndo permite a presenca desta bactéria em
alimentos.

Com relagéo a coliformes fecais, as dez amostras apresentaram e confirmaram 100%
de Escherichia coli (Figura 3), entretanto nenhuma delas (0%) estava em desacordo com
0 padrao estabelecido na legislacdo brasileira e entdo foram classificadas como “produtos
em condi¢Oes sanitarias satisfatorias”, e, portanto, “produtos de acordo com padrdes legais
vigentes”. Esta conclusédo contradiz aquelas encontradas nos trabalhos realizados por
Oliveira et al. (1998), Sa Barreto & Pereira (1999), Peresi et al. (2001), Silva et al. (2001),
Vieira et al. (2001b.), Aimeida Filho & Nader Filho (2002) e Hoffmann, Silva & Vinturim
(2002). A presenca dos coliformes fecais com énfase na Escherichia coli, tem sido relatada
no leite que é usado para produgéo de queijos. Por serem bactérias termossensiveis, suas
presencas no leite pasteurizado indicarao contaminacao posterior a pasteurizag@o ou entao
pasteurizagéo deficiente (Vessoni et al. 1986).

Figura 3: 100% de E.coli. Foto: Gabriel José.
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A presenca de bolores e leveduras em queijos €, na maioria dos casos, indesejavel.
Quanto maiores as contagens desta classe de deteriorantes, maiores sé@o as deficiéncias
de higiene na planta de processamento. Ha, contudo, bolores e leveduras que sédo Uteis
na fabricacédo de alguns tipos de queijos. Os bolores mais comuns encontrados em queijos
embalados a vacuo sé@o Penicilium spp. (especialmente P commune, um fungo azul) e
C1adosporium spp. (especialmente C. cadosporioides, um fungo preto). Outros bolores
encontrados em diferentes queijos sdo Aspergilus, Fusarium, Muco, Scopulariopsis e
Verticillium.

Com relagéo a presenca de fungos obtivemos 100% de Aspergillus sp e Penincilium
sp. Embora Aspergillus sp e Penincilium sp (Figura 4 e 5) sejam os fungos dominantes
isolados do ar de plantas processadoras de queijos, os Penicillium spp sd&o os que
dominam entre os fungos isolados dos queijos, havendo baixos niveis de Aspergillus
presentes (Johnson,2001). O ambiente das camaras de maturacdo de queijos favorece a
multiplicagéo fungica devido as condi¢cdes de temperatura e umidade (Pinto et al. 2007). Os
fungos fazem parte da microbiota normal das cAmaras de maturagcédo de queijos e, neste
ambiente, se tornam indesejaveis, pois provoca alteragbes sensoriais, desclassificagao
dos produtos e defeitos, levando a perdas econdmicas. Os bolores do género Penicillium
parecem ser os tipos dominantes crescendo na superficie de queijos. Penicilium comum e
€ o mais frequente nos fungos encontrados em todos os tipos de queijos.

Figura 4: 100% de Aspergillus sp. Foto: Gisele Macedo.
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Figura 5: 100% de Penincilium sp. Foto: Hudson Batista.

E importante salientar que esses micro-organismos ndo tem indicacdo, segundo a
lei vigente, de limites toleraveis para queijo coalho, com isso é importante verificar, devido
ao fato de estar intimamente relacionada & qualidade higiénico-sanitario dos alimentos.
Pelo resultado obtido é importante obter ter estudos aprofundados e ter um controle mais
rigido relacionado & fabricacdo, armazenamento, transporte e comercializacdo desses
produtos nos estabelecimentos comerciais visitados. Estudos realizados por Santana et
al. (2008), reafirmaram esse achado. Os autores atribuem essas informagdes por conta da
falta de higienizacdo nas etapas de producao do queijo.

51 CONCLUSAO

Portanto podemos concluir neste estudo algumas consideragbes que podem ajudar
em proximos trabalhos, tais como:
+ A analise microbiologica mostrou um elevadissimo crescimento de bactérias e
fungos nos queijos coalhos, levando-nos a concluir que eles estéo sendo produzidos
sem a adocado das boas praticas de producdo (BPF), no qual coloca em risco a
qualidade do produto e pde em risco a saude do consumidor.

« E necessaria uma fiscalizagdo desse produto por parte da FVS, e uma
conscientizagaéo dos proprios produtores e feirantes, para que seja evitado um dano
maior ao bem estar da populacéo nas feiras dos municipios.

» A maioria dos queijos de coalho comercializados na Feira da Manaus Moderna
no Estado do Amazonas, Brasil, apresenta-se em desacordo com os padrbes
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microbioldgicos vigentes na legislagdo brasileira, sendo considerada imprépria para
0 consumo humano.
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