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RESUMO
Neste trabalho avaliou-se a adequacdo de amostras de ricota provenientes de um laticinio localizado no sul de
Minas Gerais aos padrdes microbiolégicos fixados pela RDC n°12/2001 da ANVISA, complementado pela
avaliacdo da potabilidade da agua de processo utilizada na mesma industria de laticinios. Foram realizadas
analises microbioldgicas de Salmonella sp., Listeria monocytogenes, coliformes a 45°C e estafilococos
coagulase positiva e negativa em 15 amostras de ricota. Complementarmente, um total de 3 amostras de agua
utilizada na planta de processo foi avaliado quanto a contagem de coliformes totais, termotolerantes e bactérias
heterotroficas. Os resultados revelaram que 13% (2/15) das amostras de ricota estavam em desacordo com os
padrdes para contagem de estafilococos coagulase positiva e 13 amostras (87%) apresentaram contagens de
estafilococos coagulase negativa entre 5,9 x 10* ¢ 4,9 x 10° UFC/g. Em nenhuma das amostras foi detectada a
presenga de Salmonella sp., L. monocytogenes ¢ a contagem de coliformes termotolerantes foi <3 NMP/g. Das 3
amostras de dgua analisadas, 1 (33%) estava fora dos padrdes de potabilidade preconizados pela legislacdo. Os
resultados evidenciaram possiveis deficiéncias na aplicagdo das boas praticas de fabricagdo e, portanto, a

consequente necessidade de medidas corretivas para o controle da inocuidade das ricotas produzidas.

Palavras-chave: ricota, estafilococos coagulase positiva, estafilococos coagulase negativa.

ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the adequacy of samples of ricotta from a dairy industry located in
the south of Minas Gerais to the microbiological standards set by the RDC n. 12/2001 of ANVISA,

complemented by assessing the potability of process water used in the same dairy industry. For 15 samples of
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ricota, microbiological analyses were performed for Salmonella sp., Listeria monocytogenes, coliforms at 45°C,

coagulase-positive staphylococci and coagulase-negative staphylococci. Additionally, 3 samples of water used in

the process plant were evaluated regarding the count of total coliforms, faecal coliforms, and heterotrophic

bacteria. The results showed that 13% (2/15) of the samples of ricotta not in accordance with the standards for

counting coagulase-positive staphylococci and 13 samples (86%) presented counts of coagulase-negative

staphylococci between 5.9 x 10* and 4.9 x 10° CFU/g. In no samples the presence of Salmonella sp. and L.

monocytogenes was detected, and faecal coliform count was <3 MPN/g. From 3 of the water samples analysed, 1

(33%) was not in accordance with the potability standards recommended by the legislation. The results revealed

possible deficiencies in the implementation of good manufacturing practices and, therefore, the need for

corrective measures to control the safety of the ricotta produced.

Keywords: ricotta cheese, coagulase-positive staphylococci, coagulase-negative staphylococci.

INTRODUCAO

A ricota ¢ um queijo fresco de
origem italiana, obtido pela precipitagao
das proteinas do soro do queijo, através da
acidificacdo  associada ao calor. E
considerado um produto leve e saudavel,
devido ao seu baixo teor de gordura, alto
valor proteico, auséncia ou poucas
quantidades de sal e por ser de facil
digestdo. Por esta razdo ¢ amplamente
consumida, inclusive por pessoas que se
encontram debilitadas e até mesmo
hospitalizadas (RIBEIRO et al., 2005).

O consumo de ricota por este nicho
de pessoas, em especial, gera uma grande
preocupacdo em questdo de saude publica,
uma vez que a ricota possui caracteristicas
de pH e umidade que propiciam a
multiplicagdo de bactérias patogénicas. As
condi¢des de processamento da ricota, tais
como: sala de produgdo muito imida, alto

grau de manipulagdo apds o tratamento

térmico do queijo, resfriamento lento e
contaminagdo acentuada do ar também
favorecem a sobrevivéncia e multiplicagao
de bactérias patogénicas. Além disso, as
matérias  primas utilizadas para a
fabricagdo de ricota (leite, soro de queijo e
agua) também podem contribuir para a
contamina¢do do produto. Dentre elas,
ressalta-se a importancia da dgua, uma vez
que ela ¢ utilizada tanto no processo de
fabricagdo da ricota quanto na higienizagao
do ambiente, equipamentos e utensilios
(FERNANDES et al., 2015).

Dentre as bactérias encontradas em

queijo, destacam-se a Listeria
monocytogenes, Salmonella sp.,
estafilococos  coagulase  positiva e

coliformes termotolerantes, micro-
organismos estes preconizados pela
legislacao brasileira (BRASIL, 2001).

L. monocytogenes ¢ considerada

uma das bactérias patogénicas de maior
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severidade a saide humana e tem sido
associada a wvarios surtos de origem
alimentar., A ocorréncia de L.
monocytogenes em queijos esta
relacionada a sua capacidade de se
multiplicar na temperatura de refrigeragdo
(2 a 10°C) bem como a contaminagdo do
leite cru, falha no processo de
pasteurizagdo € a contaminagdes pos-
processamento a partir do ambiente
(KABUKI et al, 2004; TOMPIKIN,
2002).

Salmonella sp. ¢ uma das bactérias
mais relatadas em surtos de origem
alimentar. As doencas causadas por
Salmonella sao divididas em trés grupos:
febre tifoide (causadas por Salmonella
Typhi), febre entérica (causadas por
Salmonella Paratyphi) e as enterocolites
ou salmoneloses, causadas pelas demais
salmonelas (FRANCO E LANDGRAF,
2005). Em queijos, a contaminagdo com
esta bactéria tem sido atribuida ao controle
deficiente durante o processamento ou ao
uso de leite contaminado. Embora a analise
microbiologica de queijos industrializados
raramente resulte no isolamento de
Salmonella, este micro-organismo pode
multiplicar durante a fabricacdo e
sobreviver em varios queijos por mais que
60 dias (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods —
ICMSF, 1998), o que ressalta a

importancia do controle de qualidade

microbiolégico do produto, visto que a
Legislacdo Brasileira estabelece auséncia
desta bactéria em queijos (BRASIL, 2001).

Estafilococos coagulase positivas,
especialmente,  Staphylococcus  aureus
podem ser transmitidos tanto pelo leite
contaminado por vacas que apresentem
mastite  estafilocécica  como  pela
manipulac¢do e contaminacao através do ser
humano (GERMANO E GERMANO,
2001). Sob condi¢cdes favoraveis, este
micro-organismo em  queijos, pode
produzir enterotoxinas termoestaveis e
causar surtos de intoxicacdo alimentar
(CERESER et al., 2011). A producao de
enterotoxinas sempre foi atribuida aos
estafilococos coagulase
(BENNET, 1996; JAY, 2005). Em 2001, a
ANVISA alterou a determinagdao de S.

positiva

aureus para enumeracao de “estafilococos
coagulase positiva”, devido a correlagao
entre a producdo de coagulase e a
capacidade enterotoxigénica (BRASIL,
2001). Entretanto, surtos de intoxicacdes
estafilococicas associados a espécies
coagulase negativas ja foram relatados
(CARMO et al., 2002; SANTANA et al.,
2010).

O grupo dos coliformes totais e
termotolerantes sdo empregados como
indicadores da qualidade higiénica; e que
podem causar alteragdes sensoriais, como
as fermentacdes e estufamento do produto
(FRANCO E LANDGRAF, 2005).
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Escherichia coli € o principal representante
do grupo dos coliformes termotolerantes,
por ser um habitante natural do trato
entérico do homem e dos animais. Sua
presenga nos alimentos, incluindo os
queijos, indica contaminacdo fecal direta
ou indireta e tem estreita relacdo com a
presenca de salmonelas e  micro-
organismos  patogénicos de  origem
entérica. Tem sido isolado com frequéncia
a partir do leite bovino e ja foram
identificados alguns sorotipos patogénicos,
como a E. coli O157:H7, causadora da
enterocolite e da sindrome urémica
hemolitica humana (CERESER et al.,
2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar
a adequacdao de amostras de ricota
provenientes de um laticinio localizado no
sul de Minas Gerais aos padroes
microbiologicos  fixados pela RDC
n°12/2001 da ANVISA, complementado
pela avaliacdo da potabilidade da dgua de
processo utilizada na industria de laticinios

(BRASIL, 2011).

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de abril a julho
de 2009 foram realizadas trés visitas em
uma industria processadora de ricota, com
intervalo de aproximadamente um més
entre cada uma delas. Em cada uma das
visitas, ao longo do processamento de um

lote de ricota e ao final do dia, realizou-se

a coleta de 5 unidades amostrais de ricota
embalada. Em seguida, as ricotas foram
armazenadas a 7°C por 21 dias para a
realizacdo das andlises. No total, foram
analisadas 15 wunidades amostrais de
ricotas. Além disso, em cada uma das
visitas, foi coletada uma unidade amostral
de 4gua (1000 mL) utilizada durante o
processamento da ricota, bem como na
higienizacao do ambiente de
processamento.

As amostras de ricota foram
retiradas de sua embalagem, apods prévia
desinfecgdo com alcool 70%, em
condi¢des assépticas, em capela de fluxo
laminar (Veco®, modelo VLFS-12). O
preparo das amostras de ricota foi
realizado de acordo com o Standard
Methods for the Examination of Dairy
Products (DUNCAN et al., 2004). Todo o
conteudo da unidade de amostra do queijo
ricota foi macerado com uma espatula
estéril, retirada uma por¢do de 25g e
adicionada em 225 mL de agua peptonada
a 0,1%. Depois de homogeneizada, foram
preparadas diluicOes decimais seriadas.

A determinag¢ao de coliformes a
45°C foi realizada através da técnica do
Numero Mais Provavel — NMP — de trés
tubos, segundo recomendacado da American
Public Health Association — APHA
(KORNACKI E JOHNSON, 2001).
Diluigdes decimais das amostras de ricota
foram transferidas para tubos contendo
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caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)
(Oxo0id®). Os tubos com resultados
presuntivos positivo em LST apos 24h e
48h de incubagdo a 35°C foram
transferidas para o caldo Escherichia coli
(EC) (Merck™) e incubados em banho-
maria a 45°C para a confirmagdo da
presenca de coliformes termotolerantes.

A determinagdo de estafilococos
coagulase positiva foi realizada de acordo
com o método recomendado pela APHA
(LANCETTE E BENNETT, 2001). As
diluigdes das amostras de ricota foram
semeadas na superficie do 4gar Baird
Parker (BP) (Difco®) e as placas foram
incubadas a 35°C por 48h. Cinco colonias
suspeitas  foram  selecionadas  para
realizacdo dos testes de confirmagao,
através da caracterizagdo morfologica por
coloracio de Gram e dos testes
bioquimicos de catalase (Sigma-Aldrich®)
e coagulase (Sigma-Aldrich®).

A determinacdo de Salmonella sp.
foi realizada segundo recomendagdo da
APHA (ANDREWS et al., 2001). Cada
unidade de 25g de amostra de ricota foi
homogeneizada com 225 mL de agua
peptonada tamponada (Difco™) durante 2
minutos. Apds incubagdo por 24h a 35°C,
0,1 mL do caldo foi transferido para 10 mL
de caldo Rappaport-Vassiliardis (RV)
(Ox0id®), incubado a 42°C por 24h em
banho-maria e 1,0 mL transferido para 10

mL de Caldo Tetrationato (TT) (Oxoid®),

incubado a 43°C por 24h. Uma algada
destes caldos foi estriada em agar Xylose
Lysine Desoxycholate (XLD) (Merck®),
agar Bismuto Sulfito (BS) (Difco”) e agar
Hektoen Enteric (HE) (Oxoid®) e
incubados a 35°C por 24h. De duas a cinco
colonias tipicas de cada placa de agar HE,
de BS e de XLD, foram transferidas para
tubos contendo 4agar Triple Sugar Iron
(TSI) (Difco”™) e Lysine Iron agar (LIA)
(Difco™), os quais foram incubados a 35°C
por 24h. Os isolados, com reagdes
caracteristicas foram submetidos ao teste
de aglutinacdo com antissoro Salmonella
polivalente somatico.

A determinagao de L.
monocytogenes foi realizada de acordo
com o método do Canadian Health
Product and Food Branch (PAGOTTO et
al., 2001). Cada unidade de 25 g de
amostra de ricota foi homogeneizada com
225 mL de caldo Listeria Enrichment
Broth Base (LEB) (Oxoid"™) em stomacher
e incubada a 30°C. Apds 24h e 48h de
incubacdo, 0,1 mL do caldo LEB (Oxo0id®)
foi inoculado em 10 mL de caldo Fraser
Modificado (MFB) (Difco”™), sendo
incubado a 35°C por 48h. Os tubos
positivos de MFB (coloragao escura) de 24
e 48h, assim como os tubos negativos (sem
escurecimento), foram semeados por
estrias em agar Oxford Modificado (MOX)
(Difco®™) e agar Oxford (OXA) (Difco™),
sendo as placas incubadas a 35°C por 48h.
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Cinco colonias tipicas de cada placa de
agar MOX e de 4agar OXA foram
selecionadas para realizacao dos testes de
confirmacao, através da caracterizacao
morfologica (coloragdo de Gram), e
bioquimica pelos testes de produgdo de
catalase, B hemolise em Trypticase Soy
Agar (TSA) (Merck®) suplementada com
5% de sangue de cavalo, motilidade a 25°C
em meio Sulfide, Indole, Motility (SIM)
(Biobras®) e producio de 4cido a partir da
utiliza¢ao da ramnose, manitol e xilose.

A coleta da agua foi realizada de
acordo com a metodologia da American
Public Health of Water and Wastewater
(1985). A torneira foi desinfetada com
gaze estéril embebida em alcool 70° GL e
em seguida, procedeu-se ao escoamento da
agua da torneira por um periodo de 5 min a
fim de eliminar as impurezas e dagua
acumulada na rede de distribuicdo. As
amostras de agua foram coletas em sacos
plasticos estéreis contanto 0,5% de
tiossulfato de s6dio a 1% como
neutralizante.

Para a realizagdo da contagem de
coliformes totais e a 45°C, a amostra de
agua foi homogeneizada e em seguida
transferido 10 mL da amostra para 10
tubos contendo em cada um 10 mL de

caldo LST (Oxo0id®) em concentragdo

dupla (diluicdo 1:1). Os tubos foram
incubados a 35°C por 24h a 48h. Nos tubos
com reacdo positiva foi transferida uma
alcada para o Caldo Bile Verde Brilhante
(VB) (Ox0id™) para confirmagdo do grupo
coliforme total e incubado a 35°C por 24 a
48h. Nos tubos positivos para o caldo VB
(Ox0id®) foi transferida uma algada para o
caldlo EC (Merck®) para a deteccdo de
coliformes termotolerantes e incubados em
banho-maria a 45°C por 24h. Os resultados
foram analisados em tabela do Numero
Mais Provavel (NMP).

Para a contagem total de aerdbios
mesofilos, 1 mL das amostras de dgua e de
suas diluicdes (10" a 10°) foram
inoculadas em profundidade no agar
Padrdo para Contagem — PCA (Oxoid®) e
incubadas a 35°C por 48h.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das  andlises
microbiologicas das ricotas, para os
parametros  estabelecidos pela RDC
n°12/2001 da ANVISA sdo apresentados
na Tab. I, bem como os valores dos
parametros

microbiologicos  padrdes

recomendados.
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Tabela 1. Qualidade microbioldgica de ricotas e os parametros da RDC n°® 12/2001 da

ANVISA

Amostra* Coliformes  Estafilococos Salmonella L. Estafilococos
a 45°C coagulase sp. em 25g  monocytogenes coagulase
(NMP/g) positiva (UFC/g) em 25g negativa (UFC/g)

RF 1 <3 <10° Auséncia Auséncia 1,3 x10°

RF 2 <3 <10° Auséncia Auséncia 1,8 x10°

RF 3 <3 <10° Auséncia Auséncia 8,2 x10°

RF 4 <3 2,2 x10* Auséncia  Auséncia <10’

RF 5 <3 <10 Auséncia  Auséncia 1,4 x10°

RF 6 <3 <10 Auséncia  Auséncia 5,9 x10*

RF 7 <3 <10° Auséncia Auséncia 1,9 x10°

RF 8 <3 <10 Auséncia  Auséncia 6,2 x10*

RF 9 <3 <10° Auséncia Auséncia 3,4x10°

RF 10 <3 <10° Auséncia Auséncia 6,4 x10*

RF 11 <3 <10° Auséncia Auséncia 8,3 x10°

RF 12 <3 <10 Auséncia  Auséncia 4,9 x10°

RF 13 <3 <10 Auséncia  Auséncia 6,3 x10°

RF 14 <3 <10 Auséncia  Auséncia 4,9 x10°

RF 15 <3 1,9 x10° Auséncia  Auséncia <10’

Padroes 5 x10° UFC 5 x10> UEC Auséncia Auséncia em Nao estabelecido

microbiologicos ou NMP/g  ou NMP/g em 25g 25¢g

(RDC 12/2001)

* RF: Ricota embalada, apos 21 dias de estocagem refrigerada.

Do total de 15 amostras avaliadas,
13,3% (2/15) estavam em desacordo com o
padrdo regulamentar vigente para o limite
maximo permitido para estafilococos
coagulase positiva (BRASIL, 2001). Estas
amostras estavam acima do limite maximo
permitido pela legislacido (Tab. 1) e
apresentaram contagens de 2,2 x10%e 1,9
x10° UFC/g. Postula-se que seja necessaria

uma contagem entre 10° ¢ 10° UFC de S.

aureus por grama de alimento para que
ocorra a producao de toxinas em niveis
capazes de provocar intoxicagao (ICMSF,
1998). Este fato foi observado para uma
das amostras do nosso trabalho. A presenca
de estafilococos coagulase positiva nas
amostras de ricota analisadas sugere que
embora esse micro-organismo pudesse ja
estar presente no leite, a deteccdo do

mesmo em ricota elaborada com leite
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pasteurizado e submetidas temperaturas
elevadas na precipitacdo da massa (acima
de 90°C), foi fruto de sua contaminacgdo
posterior, pois o tratamento térmico ¢
eficiente em eliminar células vidveis desse
micro-organismo. Portanto, em razdo de
estafilococos serem comumente
encontrados nas fossas nasais, garganta e
pele de portadores humanos (FRANCO E
LANDGRAF, 2005), possivelmente os
manipuladores sejam uma das principais
fontes de contaminagao da ricota.

Apesar da incidéncia de
estafilococos coagulase positiva ter sido
relativamente baixa neste estudo (2/15),
uma analise complementar revelou um fato
preocupante. Foi constatado que 86,7%
(13/15) das amostras de ricota estavam
contaminadas com estafilococos coagulase
negativa (Tab.l), com contagens entre
5,9x10* a 4,9x10° UFC/g. A importancia
deste dado esta relacionada a capacidade
potencial de cepas de estafilococos
coagulase negativa em produzir toxinas, as
quais ja foram correlacionadas a surtos de
intoxicagdo alimentar (PEREIRA E
PEREIRA, 2005). Pesquisas com
estafilococos coagulase negativa tém
demonstrado potencial enterotoxigénico
em alimentos (LI E CHENG, 1997;
BECKER et al., 2014), dentre eles a ricota
(ESPER et al., 2011). Em 1999, no Brasil,

um surto foi associado ao consumo de leite

cru (CARMO et al., 2002) do qual ndo se

conseguiu  isolar nenhuma  espécie
coagulase positiva. Apenas estafilococos
coagulase negativa (ECN), produtores de
enterotoxinas EEC e EED, foram isolados
e em contagens superiores a 2,0x10°
UFC/g. A contaminacdo da ricota com este
micro-organismo pode estar associada ao
manuseio da ricota sem o devido controle
higiénico uma vez que estes patdgenos
compdem a microbiota do homem.

A aplicacio de tratamentos
térmicos durante o processamento de ricota
permite que o produto apresente um menor
grau de contaminagdo, desde que a
manipulagdo do produto seja realizada em
condigdes satisfatorias de higiene. No
presente estudo foi possivel verificar que
em 100% (15/15) das amostras de ricota, a
contagem de coliformes a 45°C foi menor
que 3NMP/g; entretanto, a contagem de
estafilococos coagulase negativa foi
encontrada em 87% das amostras de ricota,
evidenciando que as condi¢des de higiene
em que este queijo foi processado nao
foram satisfatorias. Outros estudos também
detectaram a presenca destes micro-
organismos em niveis elevados na ricota
(ESPER et al., 2011; GUATEMIM et al.,
2016).

A auséncia de Salmonella sp. foi
observada em 100% (15/15) das amostras.
Este resultado ja era prenunciado, uma vez
que para todas as amostras analisadas, a

contagem de coliformes termotolerantes
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foi inferior ao limite de deteccao (<3
NMP/g). Estes resultados se assemelham
aqueles encontrados por Cereser et al.
(2011), Esper et al. (2011) e Guatemim et
al. (2016) que ndo detectaram a presenga
de Salmonella spp. nas ricotas analisadas.
Além disso, em nosso estudo, em nenhuma
das amostras de ricota foi verificada a
presenca de L. monocytogenes. Alguns
fatores como a possivel competicdo entre
as espécies microbianas presente € o
estresse gerado durante o processamento e
estocagem do produto podem justificar, em
parte, o baixo potencial deste alimento para
o crescimento de microrganismos mais
sensiveis como Salmonella sp. e L.
monocytogenes. Entretanto, L.
monocytogenes ja foi encontrada em
amostras de ricota (ESPER et al., 2011;
MOREIRA E OKURA, 2017), indicando
que a presenca deste micro-organismo esta
relacionada as condi¢cdes em que a ricota
foi processada bem como a flora
contaminante presente.

Este conjunto de resultados indica
condicoes

que as higiénicas  dos

manipuladores tenham sido uma das
principais causas de contamina¢do da
ricota. Esta contaminagdo leva a exposicao
do consumidor a um produto que pode ser
potencialmente perigoso. No caso da
ricota, este dado ¢ preocupante, uma vez
que a populagdo consumidora ¢ formada
muitas vezes por individuos com o sistema
imunologico
(FERNANDES et al., 2015).
No Brasil, a Portaria n°2914/11 do
Ministério da Sauade (BRASIL, 2011)

comprometido

define os padrdes de potabilidade da dgua
com base nas exigéncias da Organizagao
Mundial de Satde (OMS). De acordo com
a Tab. 2, pode-se verificar que nas visitas 2
e 3, a dgua coletada estava de acordo com
a legislacdo vigente, por apresentar
auséncia de coliformes e contagem total de
aerobios mesofilos menor que 1UFC/mL.
Entretanto a amostra da primeira coleta
estava em desacordo por conter elevada
contagem total de micro-organismos
aerdbios mesofilos (1,2 x10° UFC/mL)
bem como de -coliformes totais (>23

NMP/100 mL).
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Tabela 2. Qualidade microbiologica da dgua utilizada na fabricagdo da ricota

Amostra* Contagem total de Coliformes a 45°C Coliformes totais
micro-organismos (NMP/100 mL) (NMP/100 mL)
aerobios  mesofilos
(UFC/ mL)

Al 1,2 x10° Auséncia >23

A2 <1 Auséncia Auséncia

A3 <1 Auséncia Auséncia

Padroes de

potabilidade (Portaria <500 Auséncia Auséncia

2914/2011)

* Amostra de 4gua de processamento de cada coleta.

A adgua ¢ utilizada para propostos  pela legislagdo  brasileira.

higienizacdo do ambiente, equipamentos ¢
utensilios utilizados no processamento de
ricota, bem como para remover 0 excesso
de espuma formado apos a precipitagao da
massa do queijo. Desta forma, a 4gua entra
em contato direto com o produto durante o
processamento. Assim, ¢ importante
utilizar uma agua potavel, de qualidade,
uma vez que apds este contato, nenhum
tratamento subsequente ¢ capaz de eliminar
a microbiota proveniente da dgua utilizada
e consequentemente sera uma das fontes de
contaminagdo da ricota. A utilizagdo de
agua contaminada na higienizacdo das
instalacdes e equipamentos nao garantird

uma superficie segura para processamento

de alimentos.

CONCLUSAO
Os resultados apontaram que
apenas 13,3% (2/15) das amostras de ricota

estavam fora dos padrdes microbioldgicos

Todavia, 86,7% (13/15) das amostras de
ricota apresentaram altas contagens de
estafilococos coagulase negativa. Embora
este micro-organismo nao seja preconizado
pela legislacdo, fica evidente que este tipo
de produto deveria receber maior aten¢do
por parte dos 6rgdos competentes visando
a melhoria da qualidade e consequente

seguranc¢a do consumidor.
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