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Resumo. O desenvolvimento de bactérias patogénicas em produtos processados, armazenados sob
refrigeracé@o por longos periodos e consumidos sem aquecimento, como 0s queijos, é uma grande
preocupacdo para produtores e comerciantes. Dentre as bactérias patogénicas relacionadas a
surtos veiculados por queijos, ressalta-se a espécie Listeria monocytogenes. Com o intuito de
contribuir com a seguranca microbioldgica de queijos artesanais, foi realizada nesse trabalho a
modelagem do comportamento de L. innocua, bactéria ndo patogénica, porém com comportamento
similar ao de L. monocytogenes, durante o processo de producdo e maturacdo de um queijo
artesanal. Foram produzidos queijos contaminados com L. innocua e queijos controles (sem adicdo
de Listeria) com base no processo utilizado por produtores da regido da Serra da Canastra (MG),
entretanto foi utilizado leite pasteurizado ao invés de leite cru. O leite foi contaminado com uma
populacéo inicial de Listeria innocua 5-10> UFC-mL™*. Amostras de queijos foram retiradas
durante as primeiras 24 h de producéo e semanalmente durante 22 dias de maturacéo a 20°C para
quantificacdo de L. innocua, coliformes e bactérias laticas. Os resultados mostraram que durante
as primeiras 24 h houve um aumento de 3 Log UFC-g* na contagem de L. innocua, 4 Log UFC-g*
na de bactérias laticas no queijo contaminado e 3 Log UFC-g? no queijo controle. Durante a
maturacao houve reducdo das contagens de todas as bactérias avaliadas, entretanto o nimero de
L. innocua reduziu em apenas 1 Log UFC.g! apds 22 dias, indicando que este periodo de
maturacdo nao foi suficiente para garantir a seguranca do produto.

Introducéo

Microrganismos do género Listeria sdo gram positivos, anaerébios e ndo produzem esporos
(Bergey’s, 2009). Fazem parte desse género, seis especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L.innocua, L.welshimeri e L. grayi, sendo duas delas consideradas patogénicas: L.
monocytogenes (humanos) e L. ivanovii (outros mamiferos) (Ryser & Marth, 2007; Rocourt;
Buchrieser, 2007). Todas as espécies sdo moveis por flagelos peritriqueos quando cultivadas a
temperaturas entre 20 - 25 °C e imdveis a 37 °C (Barancelli et al., 2011).

Essas bactérias sdo consideradas psicrotréficas, portanto se multiplicam em temperaturas de
refrigeracdo. As temperaturas nas quais € possivel haver crescimento desses microrganismos estao
compreendidas entre 0,4 °C e 50 °C (Juntilla et al., 1988), mas a temperatura 6tima de crescimento
varia de 30-37°C. Em relacdo ao pH, o crescimento ocorre preferencialmente em meio neutro, entre
6 e 9, entretanto, ha casos na literatura em que houve multiplicacdo do microrganismo em valores
de pH em torno de 4. Trata-se de um microrganismo onipresente, podendo ser encontrado em solos,
agua, animais e em diversos ambientes, como nas industrias alimenticias (Bergey’s, 2009;
Barancelli et al., 2011).

A espécie L. monocytogenes € resistente a condigdes ambientais adversas como por exemplo
baixo pH e altas concentragdes de NaCl, podendo sobreviver por mais de 100 dias a 4 °C em meio
contendo entre 10,5 e 30,5 % de sal, mas & sensivel a pasteurizagdo, ndo sobrevivendo ao
aquecimento a 60 °C por 30 minutos (Uboldi; Eiroa, 1990; Bergey’s, 2009).

L. monocytogenes € responsavel por causar listeriose em humanos, doenca transmitida por
alimentos, com alta taxa de mortalidade (20 % - 40 %) e hospitalizacdo. Em adultos saudaveis a
doenca se manifesta com sintomas iguais ao de uma gripe. Entretanto, em grupos de risco (mulheres
gravidas, idosos, recém-nascidos e pessoas com imunidade comprometida) a listeriose pode causar
encefalites, meningites, aborto e até mesmo a morte (Mclintery et al., 2015; Schlech and Acheson,
2000).



L. monocytogenes é uma grande preocupacdo para as indudstrias alimenticias, uma vez que
a listeriose se da principalmente por meio da ingestdo de alimentos contaminados por essa
bactéria, geralmente processados, armazenados sob refrigeracdo por longos periodos e consumidos
sem aguecimento, como ocorre com 0s produtos de laticinios (McLauchlin, 1996). A bactéria
também ja foi encontrada em salada de repolho, sorvete, iogurte, carne de frango cozida refrigerada,
carnes malcozidas, manteiga e leite pasteurizado. Dentre os produtos lacteos, 0s queijos sdo 0s mais
comumente contaminados por essa bactéria, principalmente, os de alta e média umidade e
produzidos com leite cru (PRNewswire, 2017; Abrahao et al., 2008; Barros, 2005; Borges et al.,
2009).

Estudos tem mostrado que a incidéncia de L. monocytogenes em queijos possui grandes
variacOes (entre 0 e 46 %) decorrentes principalmente do tipo de queijo, e as maiores taxas de
prevaléncia ocorrem em queijos macios (Pintado et al., 2004; Silva et al., 1998). A prevaléncia da
bactéria também ¢é maior em queijos produzidos com leite cru. Silvaetal. (1998)
observaram em queijo Minas frescal artesanal a presenca de L. monocytogenes em 41 % dos queijos
feitos com leite cru, e de 6 % nos produzido com leite pasteurizado.

Na industria de laticinios, as principais fontes de contaminacdo pela bactéria
patogénica sdo: leite cru, os utensilios e 0s equipamentos contaminados, as botas e roupas dos
trabalhadores contaminado pelo solo, o ar, o sistema de ventilacdo, além da possibilidade de
transmissdo da bactéria por operarios ou visitantes doentes (Swaminathan, 2001). A contaminacéao
cruzada e a contaminacdo pds-producdo também sdo muito comuns de acontecer.

O primeiro surto reportado de listeriose associado ao consumo de queijo ocorreu nos
Estados Unidos em 1985 (Linnan et al., 1988), e foi causado por um queijo fresco. Desde entdo, um
grande numero de surtos de listeriose associados ao consumo de queijo aconteceram ao redor do
mundo com fatalidades reportadas. Esses surtos, confirmados no Canada, Estados Unidos e Europa
na década de 80, fizeram com que L. monocytogenes fosse incluida na lista de patdgenos causadores
de doencas transmitidas por alimentos (Ryser, 1999).

De acordo com dados do CDC (Centro de Controle e Prevencdo de Doengas), entre 1998 e
2017, houve 78 surtos de listeriose nos Estados Unidos. Como consequéncia desses surtos, 940
pessoas ficaram doentes, 686 ficaram hospitalizadas e 140 morreram. O ano de 2014 contabilizou
13 surtos, correspondendo ao ano com maior numero de ocorréncias.

Em 2018, foram reportados na Europa 2549 casos de listeriose, com taxa de letalidade
elevada (15 %), tornando a listeriose uma das doencas de origem alimentar mais graves da Europa
(EFSA, 2019).

No Brasil, embora, L. monocytogenes tenha sido isolada de vérios tipos de alimentos,
inclusive os produtos lacteos, ainda ndo foi relatado nenhum surto ou caso esporadico. No pais, 0s
queijos Minas frescal e coalho sdo os mais estudados, e os frescais elaborados com leite cru sdo os
mais contaminados com L. monocytogenes (Borges et al., 2009).

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 60 de 2019, da ANVISA, é estabelecido o limite
de L. monocytogenes de 10?2 UFC-25 g em alimentos prontos para 0 consumo.

De forma a contribuir com a seguranca da ingestdo de queijos, tornando o alimento mais
seguro, métodos preditivos passaram a ser estudados e utilizados para modelagem do crescimento e
sobrevivéncia dessas bactérias patogénicas nos produtos, podendo assim, prever seu comportamento
no alimento (Schvartzman et al., 2010).

Esse projeto tem por objetivo simular uma producdo de queijo artesanal em laboratério e
modelar o comportamento de L. innocua, bactérias laticas durante sua producdo e maturagéo, de
maneira a contribuir com a seguranca de queijos artesanais.

Material e Métodos
A seguir estdo descritos os procedimentos e matérias para a producdo do queijo artesanal,

analises microbioldgicas, analises fisico-quimicas e ajuste dos modelos de crescimento nos periodos
de producéo e maturacgao do queijo.



Leite Pasteurizado

O leite pasteurizado tipo A (Fazenda Bela Vista) foi utilizado para a producgéo do queijo
artesanal. O produto foi obtido em um mercado da regido e armazenado em refrigeragéo (4 a 7 °C)
até o momento do processo.

Listeria innocua

A ativacdo da cepa de Listeria innocua (FIOCRUZ 047) foi realizada em duas etapas. A
bactéria, mantida -18 °C em caldo TSB com 20 % de glicerol, foi inoculada em 50 mL de caldo
TSB-YE (tryptic soy broth — yeast extract) e incubada a 36 + 1 °C durante aproximadamente
18 horas. Uma aliquota de 1 mL deste caldo foi transferida novamente para 50 mL do mesmo meio
de cultura e incubada novamente em mesma temperatura por 24 h. A populacdo de L. innocua no
caldo foi determinada e a quantidade de indculo a ser adicionada ao leite foi calculada para obter
uma concentracéo inicial de aproximadamente 10> UFC.mL™.

Pingo

O fermento endogeno (pingo), foi fornecido por um produtor de queijo Canastra, em Sao
Roque de Minas, MG. O fermento foi mantido congelado com 20 % de glicerol até momentos antes
da producdo do queijo, quando foi transferido para um refrigerador (4 a 7 °C) para ser
descongelado.

Coalho
Para coagulacdo da massa, foi utilizado um coalho industrial liquido (Clerici, Italia),
contendo quimosina e pepsina bovinas.

Producédo do queijo artesanal

O queijo artesanal foi produzido com base no processo de fabricacdo de produtores da Serra
da Canastra, Minas Gerais. Foram produzidos 4 queijos, sendo 2 contaminados com L. innocua, e 2
controles (sem adicdo de Listeria).

Para a producdo do queijo com Listeria innocua, o leite pasteurizado foi aquecido até
aproximadamente 38 °C e transferido para balde de polipropileno. Em seguida, o pingo foi
adicionado ao leite juntamente com o coalho industrial liquido (Clerici, It&lia), ambos em uma
concentracdo de 0,3 %. Em seguida, foram adicionados 0,02 mL do indculo afim de obter uma
populacdo inicial de aproximadamente 10> UFC-mL™. O leite foi mantido em repouso por 40
minutos para a coagulacdo da massa e cortado manualmente com o auxilio de uma escumadeira
(Figura 1).
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Figura 1 — coagulagdo da massa
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Fonte: A Autora (2020).

A massa foi mantida em repouso e a dessoragem foi realizada. A prensagem foi realizada
manualmente para retirar 0 excesso de soro ainda presente no queijo. Apdés a retirada do soro com o
auxilio do tecido sintético (Figura 2), a massa foi transferida, com o auxilio de uma peneira, para
formas plasticas circulares.



Figura 2 — Prensagem manual

Fonte: A Autora (2020).

Duas salgas foram realizadas, uma de cada lado do queijo, utilizando 7 g de sal de cozinha.
Ap0s 6 horas da primeira salga, o excesso de sal foi retirado e foi repetido o processo de salga na

outra superficie do queijo (Figura 3).

Figura 3 — 12 Salga

Fonte: A Autora (2020).

Apo6s 12 horas da segunda salga, o excesso de sal foi novamente retirado e o0s queijos foram
mantidos nas formas plésticas e colocados sobre uma tabua de madeira Pinus em camara climatica
(420-CLDTS, EthikTechnology) a 20 °C e 65 % de umidade (Figura 4). Ap6s 24 horas, 0s queijos
foram desenformados, lavados com agua e mantidos na incubadora para maturacdo por 22 dias,
sendo virados, lavados e lixados a cada dois dias.

Figura 4 — Queijos desenformados em incubadora
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Fonte: A Autora (2020).

O mesmo processo foi feito para os queijos controles, simultaneamente aos contaminados,
porém sem a etapa de adigdo do indculo ao leite.

Analises Microbioldgicas




As amostras utilizadas para a realizacdo das andlises microbiolégicas foram retiradas
durante a producéo do queijo e ao longo dos 22 dias de maturacdo. Foram realizadas analises de
coliformes totais, bactérias laticas e Listeria innocua no leite, no pingo, no leite com pingo, nas
etapas de producédo e maturacao do queijo.

Para a realizacdo das analises, amostras de 10 gramas de queijo foram diluidas em 90 mL de
solucéo salina (0,85 %) e homogeneizadas em Stomacher 400 (Seward, Inglaterra) por 60 segundos
a 230 rpm. No caso de amostras liquidas, 1 mL de amostra foi diluida em 9 mL de solugéo salina
(0,85 %) (Midura e Bryant, 2001).

As diluigdes subsequentes foram realizadas transferindo-se 1 mL da dilui¢do anterior para
um tubo contendo 9 mL de solucdo salina e homogeneizadas em agitador de tubos 251 (Fanem,
Brasil).

A andlise de Listeria innocua, foi baseada no método FDA/BAM (Food and Drug
Administration/Bacterial Analytical Manual) 10:2016. Foi utilizado o plaquemento em superficie
em meio de cultura agar PALCAM e incubacdo a 37 = 1 °C de 18 a 24 horas.

A andlise de coliformes e bactérias laticas foi realizada segundo a metodologia APHA
(American Public Health Association). O agar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) e plagueamento
em profundidade com sobrecamada foi utilizado para enumeracdo de bactérias laticas. A incubagédo
foi feitaa 37 + 1 °C por 48 + 3 horas.

Por fim, o meio de cultura VRBA (Violet Red Bile Agar) foi utilizado para enumeragédo de
coliformes. Realizou-se o plagueamento em profundidade com sobrecamada do meio e incubacéo
37 £ 1 °C por 18 a 24 horas.

Anélises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas apenas nos queijos controles, que ndo estavam
contaminados com L. innocua. Foi utilizado um pHmetro (TECNAL, Modelo TEC-2) para a
obtencdo dos valores de pH, de acordo com o método oficial da AOAC 920.124. A atividade de
agua foi determinada no equipamento AqualLab 3TE (DECAGON DEVICES, INC).

Modelagem do crescimento das bactérias

Os ajustes das curvas de crescimento das bactérias foram realizados utilizando o software
IPMP (Integrated Predictive Modeling Program). Foram utilizados os modelos, logistico, sem fase
lag (equacdo 1) e de Baranyi (equacdo 2). Para avaliacdo da qualidade dos ajustes, foi calculado o
coeficiente de determinacdo R2. A sequir estdo representadas as equagdes dos modelos utilizados,
onde Yo é a concentracdo inicial de microrganismos, Ymax € a concentracdo maxima de
microrganismos, umax € a velocidade méaxima de crescimento e ho € um pardmetro teérico que
expressa o estado fisioldgico inicial das células.

Y(t) = YI} + Ymnx - ln[eYD + (eymnx - ETDJE_HmEKIr] Equa(;éo 1

exp[-‘umﬂx"q(rj] -1

Y(t) = ¥y + fpae -A(t) —In{1 + exp(Y,, . — ¥,) Equagé_o 2

Alt) =t + !
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Resultados e Discussao

Os resultados das andlises fisico-quimicas realizadas no queijo ndo contaminado estdo
apresentados nas Tabelas 1 e 2:



Tabela 1 — Valores experimentais de pH durante a producéo e maturacdo de queijo ndo
contaminado.

Amostragem pH
Leite + pingo 6,67
Apo0s coagulacao 6,62
Inicio da 12 salga 6,90

3 horas apds 12 salga 6,87
Inicio da 22 salga 6,83
1° dia de maturacao 6,19
6° dia de maturacéo 5,49
15° dia de maturacao 5,39
19° dia de maturagao 5,42
22° dia de maturacéo 5,28

Tabela 2 — Valores experimentais de Aw durante a maturacdo de queijo ndo contaminado.

Amostragem Aw
1° dia de maturacao 0,96
6° dia de maturacéo 0,94
15° dia de maturacao nd
19° dia de maturagao nd
22° dia de maturacéo 0,90

Os resultados apresentados nas tabelas indicam que a atividade de agua do queijo diminuiu
durante a maturacdo, enquanto o pH comecou a diminuir logo ap6s a primeira salga. Entretanto, a
maior reducdo de pH ocorre durante o inicio maturacdo. A reducdo do pH € oriunda da fermentacao
da lactose pelas bactérias laticas, havendo liberacao de cido latico no meio. A reducdo da atividade
de &gua do queijo ocorre devido a perda de dgua para 0 ambiente que foi mantido com umidade de
65 %.

As Tabelas 3 e 4 e Figuras 5 e 6 mostram os resultados das contagens de L. innocua,
bactérias laticas e coliformes durante a producdo e maturacdo dos queijos.

Tabela 3 — Contagens de L. innocua (UFC/g), coliformes (UFC/g) e bactérias laticas (UFC/g)
durante a producdo e maturacao de queijo contaminado.

Tempo (h) Amostragem L. innocua Coliformes Bactérias laticas

0 Leite + pingo + Listeria 4,8 -10° <1 7,0 - 10°

0,8 Apbs coagulacio 6,1 - 10? <1 3,2 - 10

1,5 Inicio da 12 salga 46 -10° <10 4,3 -10°
4,5 3 horas ap0s 12 salga 3,1-10% 1,0 - 10! 6,2 - 10°

75 Inicio da 22 salga 8,2 - 10* 5,0-10* 8,5 - 106

24 1° dia de maturagéo 6,3-10° 5,0 - 102 1,8-108
144 6° dia de maturagdo 6,7 - 10° 1,1-108 1,1-108
360 15° dia de maturagdo 2.1-10° <10 1,3- 10’
456 19° dia de maturagdo 6,5-10° 1,0 - 10! 1,310’

528 22° dia de maturagdo 1,8 - 10* 2,0-10* 1,1- 107




Tabela 4 — Contagens de coliformes (UFC/g) e bactérias laticas (UFC/g) durante a producéo e
maturacao de queijo ndo contaminado.

Tempo (h) Amostragem Coliformes Bactérias laticas
0 Leite + pingo <1 2,0-10%
0,8 Apbs coagulagio <1 4,4-10%
1,5 Inicio da 12 salga <10 2,3-10°
4,5 3 horas apods 12 salga <10 2,2-10°
7,5 Inicio da 22 salga <10 8,2 - 10°
24 1° dia de maturagéo <100 5,5-107
144 6° dia de maturagdo <10 1,6 - 108
360 15° dia de maturagdo 2,0 -10° 1,5- 10’
456 19° dia de maturagao <10 1,3-107
528 22° dia de maturagdo <10 1,5 - 10’
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Figura 5 — Crescimento de L. innocua em funcéo do tempo de producéo do queijo.
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Figura 6 — Crescimento de bactérias laticas em funcdo do tempo de producdo do queijo.

De acordo com os resultados apresentados nas tabelas 3 e 4, percebe-se que durante as
primeiras 24 h de producdo do queijo, houve um crescimento de L. innocua e de bactérias laticas



em ambos 0s queijos, enquanto de coliformes apenas no queijo contaminado. Entretanto, observa-se
que a partir do 6° dia de maturacdo, a contagem de bactérias comeca a decair. As bactérias laticas
atingiram sua maior contagem no 6° dia de maturacdo, tanto no queijo contaminado como no
controle, com 1,8 - 10%e 1,6 - 108 UFC-g, respectivamente. O mesmo ocorreu para L. innocua, que
teve sua contagem maxima no 6° dia de maturagéo, atingindo 6,7 - 10° UFC.g. A contagem de
Listeria teve reducdo de apenas 1 Log UFC-g! até o ultimo dia de maturacio analisado,
permanecendo com uma populacéo acima do limite estabelecido pela legislacéo.

A etapa de maturacdo do queijo é a principal responsavel pela reducdo de contagem das
bactérias nos queijos devido a diminuicdo da atividade de 4gua e do pH.

A contagem de coliformes permaneceu baixa em todo o periodo de producdo dos queijos, a
méxima contagem foi observada no queijo contaminado com Listeria no 6° dia de producdo
(1,1-10%. No queijo sem Listeria, a maior contagem de coliformes ocorreu no 15° dia (2,0-10?),
enquanto nos demais periodos analisados a populacdo estava abaixo do limite de deteccdo do
método.

Para os ajustes dos modelos os valores das contagens foram transformados em In. As figuras
5 e 6 apresentam o0s dados experimentais e 0s ajustes dos modelos para o crescimento de Listeria
innocua e de bactérias laticas, respectivamente.

Os valores da velocidade especifica maxima de crescimento (umax), contagem inicial de
bactérias (In UFC.g?), contagem maxima de bactérias (In UFC.gY), o pardmetro tedrico ho e o
coeficiente de determinacgdo (R?) para os ajustes realizados est&o representados nas Tabelas 5 e 6:

Tabela 5 — Parametros obtidos para crescimento de L. innocua a partir dos ajustes realizados no
software IPMP.

MOdeIO YO Ymax l.,l,méx (h_l) hO R2
(InUFC.gY)  (InUFC.g?)

Logistico 6,5 13,3 0,75 - 0,96

Baranyi 6,5 13,3 0,75 0 0,96

Tabela 6 — Parametros obtidos para crescimento de bactérias laticas a partir dos ajustes realizados
no software IPMP.

Queijo Modelo Yo Y max tmax () ho R?
(InUFC.gY) (InUFC.g}

Contaminado Logistico 10,1 18,6 0,98 - 0,91

Baranyi 10,1 18,6 0,98 0 0,91

N&o contaminado Logistico 10,4 18,3 0,82 - 0,97

Baranyi 10,4 18,3 0,82 0 0,97

Em relacdo a modelagem para L. innocua, os dois modelos foram bem ajustados, ambos com
coeficiente de determinacio R? de 0,96. Os valores dos parametros também foram os mesmos (Ymax
5,8 Log UFC.g%; v 2,8 Log UFC.g%, e pmax 0,75 h'l), 0 que era esperado, ja que hO foi fixado em 0,
situacdo em que a bactéria inicia o crescimento na fase exponencial, sem a presenca de fase lag.

O mesmo acontece para bactérias laticas. Para o queijo contaminado, ambos os modelos
foram ajustados com coeficiente de determinacio R? de 0,91 e com valores dos parametros iguais
(Ymax 8,1 Log UFC.g%; yo 4,4 Log UFC.g%, e pmax 0,98 h™). Comparado ao queijo contaminado, o
ajuste para o queijo controle foi melhor em ambos os modelos, com coeficientes de determinacao
R?de 0,97. Os valores dos parametros também foram iguais entre eles (ymax 7,9 Log UFC.g%; y04,5
Log UFC.g%, e umax 0,82 h'l). Embora a velocidade especifica de crescimento (pumax) das bactérias



laticas no queijo contaminado tenha sido maior, a diferenca é pequena para afirmar que a presenca
de Listeria innocua tenha influenciado o crescimento deste grupo de microrganismos.

Os resultados do trabalho mostraram que a presencga de Listeria no leite € um grande perigo
para o consumidor, ja que o microrganismo ira se multiplicar rapidamente durante a producéo do
queijo e permanecera em alta contagem durante mais de 22 dias.

Conclusoes

O crescimento de L. innocua ocorre exponencialmente durante as primeiras 24 h de
producéo do queijo e o decaimento ocorre a partir do 6° dia de maturacdo. O mesmo aconteceu para
as bactérias laticas.

Os modelos preditivos, logistico sem fase lag e de Baranyi, foram adequados para descrever
0 crescimento de Listeria innocua e de bactérias laticas durante 24 h de producdo dos queijos
artesanais.

A maturacdo do queijo por 22 dias nédo foi suficiente para reduzir a contagem de Listeria
innocua para o0 nivel considerado seguro estabelecido pela legislacdo brasileira para
L. monocytogenes. A qualidade microbioldgica do leite mostrou ser um fator determinante para a
seguranca de queijo artesanal maturado por 22 dias.
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