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RESUMO 

 

 A ricota é um tipo de queijo fresco, de origem italiana, obtido pela 

precipitação das proteínas do soro do queijo, por acidificação associada ao calor, 

cuja produção aumenta a cada ano, justificado em parte pela procura por 

alimentos mais saudáveis e de baixo valor calórico. O teor de umidade, em geral 

de 70%, caracteriza a ricota como sendo um alimento de muito alta umidade, o 

que a torna bastante susceptível à contaminação microbiana, podendo ocasionar 

doenças de origem alimentar, mesmo sendo submetida à refrigeração. O objetivo 

desse trabalho foi o de avaliar a qualidade microbiológica e parâmetros físico-

químicos de amostras de ricotas comercializadas no município de Campinas-S.P. 

A conformidade das informações nutricionais declaradas nos rótulos, com o 

estabelecido pela RDC nº 360/2003 da ANVISA foi avaliada. Para qualidade 

microbiológica foi utilizada como referência a Resolução da Diretoria Colegiada nº 

12/2001 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, além de pesquisas 

complementares como a contagem de bolores e leveduras, Bacillus cereus 

mesófilos e psicrotróficos  e sua capacidade de produção de toxinas, a presença 

de enterotoxinas estafilocócicas na ricota e a produção destas por cepas isoladas 

de estafilococos, e os fatores de virulência  de Listeria monocytogenes isoladas 

das amostras.Os resultados das análises físico-químicas demonstraram grande 

variabilidade em todos os parâmetros avaliados entre as amostras e marcas. 

Particularmente em relação à gordura, segundo a Portaria nº 146/96 do Ministério 

da Agricultura do Abastecimento e da Reforma Agrária, 8,89% das amostras 

seriam classificados como queijo magro, 42,22% queijo semi- gordo, 40,00%  

queijo gordo e 8,89% como queijo extra- gordo. Na maioria dos rótulos as 

informações nutricionais se apresentavam em desacordo com a legislação (> 

±20% de tolerância) sendo 60% em relação à proteína, 60% em relação ao valor 

energético total e 66,7% em relação à gordura. Estes resultados enfatizam a 

necessidade do estabelecimento de padrões de identidade para melhor controle 

da qualidade do produto e segurança do consumidor. Os resultados das análises 

microbiológicas demonstraram que 46,7% das amostras estavam em desacordo 

com o padrão estabelecido pela RDC nº 12/2001.O número de amostras acima do 
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permitido pela legislação em relação a coliformes termotolerantes foi de 46,7%, 

estafilococos coagulase positiva, 2,2% e Listeria monocytogenes, 6,7% . Não foi 

isolada Salmonella em nenhuma das amostras. Além dos critérios microbiológicos 

exigidos pela legislação uma avaliação complementar mostrou que 51,1% da 

amostras estavam contaminadas por B.cereus, sendo que 28,9% com contagens 

na faixa de 104 a 106 UFC/g; 47,5%  contaminadas  por bolores e 97,5% por 

leveduras ambas com elevado nível de contaminação.  Embora não tenha sido 

detectada a presença de toxinas estafilocócicas nas ricotas, 23,64% dos isolados 

de estafilococos eram produtores de toxinas. Destes, 69,23% eram estafilococos 

coagulase negativa e 30,77% estafilococos coagulase positiva, evidenciando a 

importância dos estafilococos coagulase negativa. Quanto ao potencial 

enterotoxigênico de B. cereus, 85,7% (36/45) dos isolados analisados, foram 

positivos para o Kit BDE-VIA. Foram identificados 11 perfis toxigênicos na 

pesquisa de genes codificadores de enteroroxinas pela técnica de PCR, atestando 

o alto potencial enterotoxigênico dos isolados de B.cereus. Na avaliação da 

patogenecidade dos isolados de Listeria  monocytogenes, 100% apresentaram o 

gene actA do tipo 4 e hly do tipo 1, classificados portanto, como  linhagem do tipo 

I, esta linhagem encontrada na maior parte dos surtos e casos de listeriose em 

humanos. O presente trabalho revela que a ricota deveria merecer maior atenção 

por parte da comunidade científica, setor produtivo e órgãos de vigilância sanitária 

visando a melhoria da qualidade e conseqüente segurança do consumidor tendo 

em vista o seu consumo crescente e utilização em dietas especiais. 
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ABSTRACT 

Ricotta is a soft white cheese, of Italian origin, obtained from the precipitation of 

proteins from the whey of cheese through heating associated with acidification. 

The production of ricotta cheese increases every year, thanks to the widespread 

search for healthier foods with low caloric value. Ricotta cheese is characterized by 

its high moisture content (70% in general), which makes it susceptible to 

microbiological contamination and therefore able to cause food poisoning, even 

when stored under refrigeration. This work evaluates the microbiological quality 

and some physical-chemical parameters (pH, titratable acidity, moisture, protein, 

fat, salt and ash) of commercial samples of ricotta cheese at the local market of 

Campinas city, in the state of Sao Paulo, Brazil. We have first evaluated the 

compliance of the nutritional information in labels with that established by the 

applicable regulation RDC nº 360/2003 of ANVISA and the variation between 

values declared in the labels and those obtained through laboratorial analyses. In 

order to determine microbiological quality, the standard RDC nº12/2001 from 

ANVISA was used as reference, as well as complementary research, including the 

counting of mold, yeast, mesophilic and psycrotrophic Bacillus cereus and their 

potential enterotoxin production capacity. In addtion, the presence of 

staphylococcal enterotoxin in ricotta and the production of enterotoxin by isolated 

strains of staphylococci, and also the virulence factors of Listeria monocytogenes 

strains isolated from the samples. The physical-chemical analyses resulted in great 

variability among the samples of ricotta cheese for all the parameters evaluated. 

Particularly regarding fat, according to regulation Portaria nº146/96 of MAARA, 

8.89% of the samples would be considered fat-free cheese, 42.22% low-fat 

cheese, 40.00% high-fat cheese and 8.89% as extra high-fat cheese. In most of 

the labels the nutritional information failed to comply with the regulation (over ±20% 

tolerance): 60% regarding protein content, 60% regarding total energetic value and 

66.7% regarding fat content. Such results stress the need for identity standards to 

improve quality control of the product and consumer safety. According to the 

results of the microbiological analyses, 46.7% of the samples failed to meet the 

standards established by the RDC nº 12/2001 regulation. A great deal of the 
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samples had microbiological content above the levels allowed by the regulation: 

46,7%, for thermotolerant coliforms, 2.2% for coagulase-positive staphylococci, 

and 6,7% for Listeria monocytogenes. Salmonella was not isolated in any of the 

samples. Besides the microbiological criteria required by the regulation, a 

complementary evaluation showed that 51.1% of the samples were contaminated 

by B. cereus, being that 28.9% with countings in the band 104 to 106 UFC/g; also, 

47.5% of the samples were contaminated by mold and 97.5% by yeast, both at 

high contamination levels. Although the presence of staphylococcal enterotoxins 

was not detected in the ricotta analyzed, 23.64% of the staphylococci isolated 

strains were toxin producers. Out of these, 69,23 % were coagulase-negative 

staphylococci and only 30.77% were coagulase-positive staphylococci, what 

demonstrates the importance of the coagulase-negative staphylococci strains. As 

for the enterotoxigenic potential of B. cereus, 85.7% (36/45) of the isolated B. 

cereus strains analyzed were positive for the BDE-VIA Kit. PCR technique was 

applied to enteroroxin code genes and identified 11 toxigenic profiles, what 

demonstrates the high enterotoxigenic potential of the isolated B. cereus strains. In 

the assessment of the pathogenic potential of isolated L. monocytogenes strains, 

100% presented the genes actA type 4 and hly type 1, therefore lineage I was 

found in most of the outbreaks and isolated cases of listeriosis in human beings. 

This work points out that ricotta cheese should be given greater attention by the 

scientific community, the productive sector and the food safety agencies aiming at 

the improvement of the quality of the product and therefore the security of the 

consumer, inasmuch as ricotta cheese has been increasingly consumed and used 

in special diets. 

Keywords: ricotta cheese, Bacillus cereus, Listeria, staphylococci enterotoxins and 

nutricional labelling 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O leite e seus derivados, assim como as carnes e os ovos, correspondem à 

maior parte da parcela protéica de origem animal ingerida pelo homem. Dentre os 

vários produtos derivados do leite, o queijo se destaca por ser o mais consumido, 

sendo que a produção brasileira em 2003 foi de aproximadamente 488.053 

toneladas (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE INDÚSTRIAS DE QUEIJOS, 2004). 

Sua popularidade é atribuída ao sabor, à conveniência, versatilidade de uso, 

ampla variedade de tipos, além do  alto  valor nutricional. Segundo Beresford et al. 

(2001), existem mais de 1.000 variedades de queijos, em diversos formatos, 

sabores e embalagens. 

A ricota é um queijo fresco de origem italiana, obtido pela precipitação das 

proteínas do soro do queijo, (preferencialmente do Minas frescal,  Minas padrão e 

mussarela) por acidificação associada ao calor. A elaboração da ricota visa 

agregar valor ao soro, considerado um resíduo. 

A produção anual brasileira de ricota aumentou significativamente nos 

últimos anos. Em 1991 era de cerca de 4,1 t e no ano de 2003 praticamente 

dobrou, passando para 8,2 t (ABIQ, 2004). Esse aumento expressivo, tem como 

um dos fatores, a busca crescente de  uma alimentação mais saudável e com 

baixo valor calórico. Verifica-se, portanto, a necessidade da garantia da qualidade 

e segurança para este tipo de produto. 

A ricota possui alto conteúdo protéico (10 a 14%), baixo teor de gordura (4 

a 5%), apresenta alto grau de digestibilidade, consequência  de sua  boa 

solubilidade no suco gástrico e pH entre 4,9 a 6,1. Em geral, é comercializada sem 

sal ou com porcentagem reduzida (0,1%). O teor de umidade (acima de 70%) 

caracteriza a ricota como sendo um alimento de muita alta umidade, o que a torna 

muito susceptível à contaminação microbiana. Mesmo sendo armazenada sob 

refrigeração, apresenta uma vida de prateleira muito limitada, de até cinco 

semanas, se não houver contaminação por coliformes e, principalmente, bolores e 

leveduras (HOUGH et al.,1999; KOSIKOWSKI;  MISTRI,1999). 
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A análise de marcas diferentes de ricota comercializadas no município de 

Alfenas-MG, mostrou que 66,7% das amostras estavam fora dos padrões 

estabelecidos pela Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 12/2001 (BRASIL, 

2001a)  (RAIMUNDO, 2004). 

A análise de 4 pratos contendo ricota servido em empresa aérea brasileira 

mostrou que 3 (75%) apresentaram Escherichia coli, sendo dois com  valores 

iguais a 6,5 x 102 UFC/g e um com valores maiores que 3,0 x 104 UFC/g 

(BELTRAN et al., 1999).  

Na Itália, Cossedu et al. (1997) analisaram 32 amostras de ricota e 

verificaram presença de enterococos, microrganismos aeróbios mesófilos e 

Bacillus cereus,  não sendo encontrado Staphylococccus aureus, Listeria, 

Salmonella spp e Escherichia coli.  

Nos Estados Unidos, segundo a Food and Drug Administration (FDA, 2004), 

em 2003 o Departamento de Agricultura da Geórgia (E.U.A) promoveu o 

recolhimento de 3 t de queijo ricota de uma marca específica devido à presença  

de Listeria  monocytogenes. Um caso de listeriose causado pelo consumo de 

ricota foi registrado em New Jersey em 1999. Os níveis de contaminação de 

Listeira variavam de 102 a 106 UFC/g nas amostras de ricotas envolvidas neste 

caso (RYSER, MARTH,1999). 

 O controle de B.cereus, no processamento de produtos lácteos, pode 

apresentar dificuldade devido à sua capacidade de esporulação e por ser um 

contaminante potencial do leite e do ambiente. A característica hidrofóbica dos 

esporos pode promover a formação de biofilmes nas superfícies de contato com 

alimentos, de difícil remoção pelos procedimentos de higienização (ANDERSSON 

et al., 1995).  A pasteurização não é suficiente para eliminação deste patógeno 

cujos esporos são termorresistentes. Muitas cepas de B. cereus se apresentam 

com características psicrotróficas, sendo possível seu crescimento em 

temperaturas baixas como 4 a 6ºC, tais cepas  também podem ser  produtoras de 

enterotoxinas (DUFRENNE et al., 1994; DUFRENNE et al., 1995). No período de 

1986 a 1989, ocorreram surtos de intoxicação por B. cereus na Espanha e na 
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Holanda, cujas cepas cresceram a 7ºC e não à  temperatura usual de 

microrganismo mesófilo (VAN NETTEN et al., 1990).   

No Brasil, a ricota é consumida, tanto em lanches naturais (sem tratamento 

térmico), como em pratos aquecidos (lasanhas, canelones e pizzas, entre outros); 

em ambos casos, verifica-se a necessidade de uma atenção maior em relação às 

toxinas produzidas por B. cereus e S. aureus. 

 O Regulamento de Inspeção Sanitária de Produtos de Origem Animal 

(BRASIL, 1997) é o único diploma legal brasileiro vigente onde se descreve alguns 

parâmetros de identidade e qualidade para a ricota. O artigo 610 define ricota 

fresca como um produto obtido da albumina do soro de queijos, adicionado de 

leite em até 20% do seu volume. Algumas características sensoriais, tais como 

consistência, textura, cor, além de formato e peso também são estabelecidas. 

Em geral, observa-se no mercado a oferta de ricotas com diferentes 

características, fato este motivado pela produção artesanal e também pela 

ausência de regulamento técnico mais definido. A inexistência de padrões legais 

pode ser prejudicial ao próprio controle oficial de qualidade destes produtos; por 

exemplo, a falta de definição de um parâmetro físico-químico, como o teor de 

umidade, dificulta a interpretação dos resultados do controle microbiológico 

conforme estabelecido na RDC nº 12, de 02/01/2001 (BRASIL, 2001a).  

    Souza et al. (2000) avaliaram trinta amostras de ricota, de cinco marcas 

diferentes, comercializadas na cidade de Belo Horizonte-MG, e observaram a 

variabilidade de  padrões físico-químicos das amostras em relação à Portaria 146, 

de 07 de março de 1996 (Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de 

Queijos)(BRASIL, 1996). Assim, 16,67% das amostras poderiam ser classificadas 

como sendo queijo magro, 23,33% queijo semi-gordo, 60% queijo gordo. Também,  

3,33% das amostras poderiam ser classificados como queijo de média umidade, 

3,33% de alta umidade e 93,34% de muito alta umidade. 

Neste trabalho, o objetivo geral foi realizar o diagnóstico da qualidade da 

ricota oferecida ao consumidor, baseado em avaliações físico-químicas e 

microbiológicas, o que poderá contribuir no estabelecimento de diretrizes para 
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fixação de padrões de identidade e qualidade mais específicos.  Assim, como 

objetivos mais específicos, destacamos: 

• Avaliar a conformidade das informações nutricionais declaradas nos 

rótulos com o estabelecido pela RDC nº 360 de 23/12/2003 (BRASIL,2003 a) e a 

variação entre os valores declarados e aqueles obtidos por análises laboratoriais 

• Avaliar a ocorrência e toxigenicidade dos isolados de Bacillus cereus 

mesófilos e psicrotróficos; 

• Avaliar a ocorrência de Listeria monocytogenes e os fatores de 

virulência a ela associados; 

• Avaliar a presença de enterotoxinas produzidas por cepas de 

estafilococos isoladas  nas amostras. 
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2.1  Queijo 

 

Queijo é um produto fresco ou maturado que se obtém por separação parcial 

do soro do leite ou leite reconstituído (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou 

de soros lácteos, coagulados pela ação física do coalho, de enzimas específicas, de 

bactéria específica, de ácidos orgânicos, isolados ou combinados, todos de 

qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregação de substâncias 

alimentícias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, 

substâncias aromatizantes e matérias corantes (BRASIl,1996). 

Originalmente, a fabricação de queijos foi concebida com o objetivo de estender 

a vida de prateleira do leite e conservar seus componentes nutricionais (BERESFORD, 

2001). 

A produção de queijo no Brasil, cresce a cada ano; em 1995 foram produzidas 

360 mil toneladas; já em 2003, a produção atingiu 480 mil toneladas (BRASIL, 

2003b).  

As bactérias patogênicas, que constituem maior ameaça à segurança de 

queijos são: Salmonella spp, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e 

Escherichia coli patogênica (De BUYSER et al., 2001). 

Carvalho (2003) analisou 31 amostras de queijo Minas frescal produzido por 

acidificação direta (AD), 31 por ultrafiltração (UF) e 31 por adição de cultura lática 

(CL), encontrando contagens acima do Limte Máximo Estabelecido (LME) pela 

legislação para coliformes termotolerantes em 64,5% das amostras AD, 29% das CL 

e 9,7% das UF. Quanto a estafilococos coagulase positiva, os resultados acima do 

LME foi de 12,9% para CL, 9,7% para AD, e 0% UF . Detectou-se Listeria spp em 7 

amostras AD (22,6%) e em 4 amostras CL (12,9%), não sendo detectada em UF. 

Não foi isolada Salmonella em nenhuma das amostras analisadas. 
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Silva et al. (2003), coletaram 218 amostras de ambientes e linhas de produção 

de duas indústria de laticínios produtoras de queijo Minas Frescal. Treze amostras 

foram positivas para Listeria, sendo 9 Listeria innocua, 2 Listeria grayi e 2 Listeria 

monocytogenes sorotipos 4b e ½ b, ambos freqüentemente envolvidos em surtos de 

listeriose. As cepas foram isoladas de leite cru, ambiente e piso da sala de 

refrigeração.  

O Centro de Vigilância Sanitária (CVS) e o Instituto Adolfo Lutz (IAL) planejaram 

e coordenaram a execução do Programa Paulista 2002, cujo objetivo foi monitorar os 

produtos alimentícios quanto aos requisitos de qualidade e conformidade com a 

legislação em vigor, visando assegurar à população o consumo de produtos confiáveis. 

De 123 amostras de queijos Minas Frescal analisadas, 60,2% (74/123) estavam fora 

dos padrões, sendo 28,4% (35/123) insatisfatória por parâmetros microbiológicos, 

34,1% (42/123) por parâmetros físico-químico e 14,6% (18/123) por não conformidades 

na rotulagem, como: não conter registro no Ministério da Agricultura, não declarar o 

conteúdo líquido e apresentar as informações obrigatórias de rotulagem (fabricante, 

informação nutricional e data de validade) de forma ilegível (CVS, 2002). 

 

2.2  Soro de Queijo 

 

O soro de queijo é um subproduto da indústria de laticínios que apresenta boas 

propriedades funcionais e elevado valor nutritivo (proteínas e lactose), com 

superioridade em relação à outras proteínas para a nutrição humana, devido 

fundamentalmente ao perfil de aminoácidos da lactoalbumina. Considerando o valor 

nutricional do soro de queijo, principalmente no que se refere aos aminoácidos 

essenciais, verificou-se que este fornece quantidades significativas das necessidades 

de isoleucina, lisina, cistina, metionina, treonina, triptofano e valina. Esses dados são 

importantes quando se estima que cerca de 1 bilhão de pessoas nos países em 

desenvolvimento vivem em situação de pobreza e, portanto, com risco nutricional por 

não disporem de renda mínima para o consumo básico em alimentação. Pelo menos 

40% da população brasileira esta incluída neste quadro. Neste contexto, o 
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aproveitamento do soro na elaboração de produtos alimentícios, poderia ter um reflexo 

importante do ponto de vista social (SIQUEIRA, 2002). 

Movidos pelo interesse de aproveitar essa fonte de nutrientes ou de encontrar 

uma alternativa para o controle da poluição causada por esse resíduo, muitos países 

optaram por utilizar o soro de queijo em produtos alimentícios, nas mais diversas 

formas. O soro vem sendo incorporado vantajosamente em produtos cárneos, lácteos, 

massa, produtos de padaria, confeitaria, sopas, misturas desidratadas, sobremesas 

congeladas, chocolates e bebidas (CHIAPPINI; SANTOS, 1995).  

As boas condições higiênico-sanitárias do soro são importantes para que este 

produto não se torne além de um carreador de nutrientes, um veiculador de 

microrganismos nocivos à saúde do consumidor.  

Chiappini, Franco e Oliveira (1995b,c), analisaram 30 amostras de soro 

provenientes da fabricação de queijo Minas Frescal, em relação à coliformes totais, 

coliformes termotolerantes e Staphylococcus aureus. Quanto aos coliformes totais 

53,3% das amostras apresentaram contagens de 2400 ou mais NMP/g; 40% acima de 

2400 NMP/g de coliformes termotolerantes e 20% com contagens superior a 104 UFC/g 

de Staphylococcus aureus. 

Devido ao seu valor nutritivo e as suas condições de temperatura e pH, 

favoráveis ao crescimento microbiano, a vida útil do soro como produto inalterado é 

extremamente curta (VIEIRA et al.,1985 apud CHIAPPINI, FRANCO, OLIVEIRA,1995b). 

 

2.3  Ricota 

 

O nome ricota é derivado da palavra latina “recocta”, que significa re-cozido, ou 

cozido duas vezes. É um produto de origem italiana, mais popular na região sul do país, 

onde é produzido de várias formas e com leite de várias origens (inicialmente era 

produzida com leite de cabra). É um produto suave, com textura delicada e agradável 

sabor (KOSIKOWSKI; MISTRY, 1999). 
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 A principal matéria-prima para a fabricação de ricota é o soro de queijo, e 

por isso, também é conhecida como queijo albumina, pois esta é uma proteína do soro 

presente em grande quantidade na ricota. O princípio de fabricação de ricota é baseado 

na precipitação das proteínas do soro por meio de calor associado à acidificação 

(SOUZA et al., 2000).  

Existem duas formas de aquecimento que podem ser utilizadas: a indireta, que 

consiste no aquecimento com vapor pela camisa do tanque, e o direto, em que o soro é 

aquecido diretamente pelo vapor por meio de tubo perfurado. O soro utilizado no 

processamento deve ser fresco e, de preferência, proveniente do soro dos queijos 

Minas frescal, Minas padrão ou mussarela, já que o soro de queijos fabricados com 

corante dão um produto com coloração amarelada, o que não é característico desse 

produto. Ao soro é adicionado 5-10% (v/v) de leite a 60-65ºC (melhorando dessa forma 

o rendimento e a consistência do produto final), opcionalmente adiciona-se sal 0,1% 

(w/v), e após atingir 85-90ºC, adiciona-se o agente acidificante (ácido lático, ácido 

acético, acido cítrico ou fermento). A precipitação das proteínas ocorre, e logo em 

seguida, a ascensão (arrastando outros elementos diluídos como caseína e gordura) da 

mesma, sendo a massa retirada com auxílio de uma concha furada ou escumadeira. A 

massa obtida é então colocada em formas e levada para câmara fria onde fica por 6 a 

24 horas. Normalmente, 1 kg de ricota pode ser obtida de 15-20 litros de soro 

(KOSIKOWSKI; MISTRY,1999; MODLER; EMMONS, 2001; PINTADO et al., 2001). 

 A composição média esperada deste queijo é de 70-73% de umidade, 4-

6% de gordura e pH 4,9-6,1 (SOUZA et al., 2000), o que o classificaria, segundo a 

Portaria 146 de 07 de março de 1996, como queijo magro, com teor de umidade não 

inferior à 55%, contendo de 10 a 24,9% gordura no extrato seco (BRASIL,1996). 

Entretanto, há grandes variações na composição de ricota no Brasil, dificultando sua 

classificação.  

 No Brasil, não existe um Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade 

de ricota. A única legislação existente é o Regulamento de Inspeção Industrial e 

Sanitária de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) que no artigo 610 define a ricota 

como o produto obtido da albumina de soro de queijos, adicionado de leite até 20% do 
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seu volume, tratado convenientemente, e tendo o máximo de três dias de fabricação. 

Também estabelece que este queijo deve apresentar formato cilíndrico, peso de 300 g 

a 1 kg, crosta rugosa, não-formada ou pouco nítida, consistência mole, não-pastosa e 

friável, textura fechada ou com alguns buracos mecânicos, cor branca ou branco-creme, 

odor e sabor próprios (BRASIL, 1997).  

A legislação é deficiente, não dispondo sobre a composição, a classificação, 

requisitos de higiene, normas de envasamento e rotulagem, métodos de amostragem e 

análise, dando margem à grande diversidade de composição. No Brasil são escassos 

os dados de literatura a respeito dos parâmetros físico-químicos de ricota (SOUZA et 

al., 2000). 

É difícil acreditar que um queijo, que foi acidificado e aquecido à 85-90ºC seja 

veículo de diversos microrganismos, mas fatores como, sala de produção muito úmida, 

contaminação do ar acentuada, resfriamento lento, alta umidade do queijo e seu pH 

favorecem a contaminação. Portanto, torna-se imprescindível a implantação e execução 

das Boas Práticas de Fabricação, para obtenção de ricota de boa qualidade 

(KOSIKOWSKI; MISTRY,1999). 

A ricota, segundo os padrões microbiológicos e sanitários para alimentos 

regulamentados pela Resolução RDC nº 12 de 02/01/2001 da ANVISA, se enquadraria 

no grupo 8.b. (item f) cujos limites máximos são: coliformes a 45ºC, 5x102/g ou ml, 

estafilococos coagulase positiva, 5x102 /g ou ml, e ausência de Salmonella sp e L. 

monocytogenes (BRASIL, 2001a). De acordo com Raimundo (2004), da análise de 12 

amostras, sendo 6 marcas diferentes de ricota comercializadas no município de 

Alfenas-MG, 66,7% estavam acima do limite máximo estabelecido pela Resolução RDC 

nº 12/2001 e 100% contaminadas com fungos filamentosos e leveduras. 

A análise de 4 pratos contendo ricota servidos em empresa aérea brasileira 

mostrou que, 3 (75%) apresentaram Escherichia coli, dois com valores iguais a 6,5 x 

102 UFC/g e um com valores maiores que 3,0 x 104 UFC/g (BELTRAN et al., 1999).  

Na Itália, Cossedu et al. (1997) analisaram 32 amostras de ricota e verificaram 

presença de enterococos em 10 amostras com contagens variando de 104 a > 106 

UFC/g, microrganismos aeróbios mesófilos em 30 amostras com contagens entre 10 a 
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> 106 UFC/g e Bacillus cereus em 2 amostras, com contagens de 104 a 105 UFC/g, não 

sendo encontrado Staphylococccus aureus, Listeria, Salmonella spp e Escherichia coli.  

Nos Estados Unidos, segundo a Food and Drug Administration um caso de 

listeriose foi registrado em New Jersey em 1999, causado pelo consumo de ricota, com 

níveis de contaminações que variavam de 102 a 106 UFC/g. 

 

2,4  Microrganismos patogênicos e deteriorantes em queijos 

 

2.4.1  Coliformes termotolerantes 

O grupo dos coliformes termotolerantes é composto principalmente pela 

Escherichia coli, mas algumas espécies de Enterobacter e Klebisiella também podem 

crescer a 45 ºC produzindo ácido e gás a partir da fermentação da lactose. Esses 

microrganismos são Gram negativos, catalase positiva, oxidase negativa, bastonetes 

curtos aeróbios ou anaeróbios facultativos e fermentadores de lactose. Apresentam 

temperatura ótima de crescimento, variando de modo geral entre 35 ºC a 40 ºC, com 

temperatura máxima de crescimento entre 44 a 46 ºC. A atividade de água mínima para 

seu crescimento é de 0,95, com pH ótimo em torno de 6,0 a 7,0, sendo o mínimo a 4,4 

e o máximo a 9,0 (ICMSF, 1998; FRANCO; LANDGRAF, 2002). 

A Escherichia coli faz parte da flora normal do intestino de animais de sangue 

quente, portanto, a sua presença nos alimentos constitui um indicador de contaminação 

fecal (PERESI et al., 2001). 

Em alimentos processados, a presença de um número considerável de 

coliformes ou Enterobacteriaceae indica processamento inadequado e/ou 

recontaminação pós-processamento, provenientes da matéria-prima, de equipamento 

sujo, ou manipulação sem cuidados de higiene, e indica também proliferação 

microbiana que poderia permitir a multiplicação de microrganismos patogênicos e 

toxigênicos (FRANCO; LANDGRAF, 2002).  
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Com relação à tecnologia dos queijos, os coliformes são responsáveis pelo 

desenvolvimento de estufamento precoce caracterizado pela produção de gás entre 1 a 

2 dias após sua fabricação (FOX et al., 2000). 

Algumas E. coli produzem enterotoxinas e/ou outros fatores de virulência, 

incluindo fatores invasivos e de colonização que causam doenças diarréicas. As 

linhagens de Escherichia coli consideradas patogênicas, com base nos fatores de 

virulência, manifestações clínicas e epidemiológicas podem ser agrupadas nas classes: 

enterotoxigênica (ETEC), enteropatogênica (EPEC); enterohemorrágica (EHEC); 

enteroagregativa (EAggEC); enteroinvasiva (EIEC) e difusivamente adesiva (DAEC) 

(FRANCO; LANDRGRAF, 2002). 

A Escherichia coli O157:H7 pertence ao grupo EHEC e é um dos microrganismos 

mais importantes em relação às doenças humanas veiculadas por alimentos. Essas 

linhagens caracterizam-se pela produção de uma toxina chamada de verotoxina (VT) ou 

"shiga-like" toxina (ST), similar à produzida pela bactéria Shigella dysenteriae tipo I. A 

VT provoca uma doença chamada colite hemorrágica que, em casos mais graves, 

resulta em um quadro conhecido como síndrome urêmica hemolítica (HUS). Essas 

cepas diferem das demais cepas de E.coli em algumas características, sendo as mais 

importantes a não fermentação do sorbitol e a não produção da enzima b-glicuronidase 

(CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 1995). 

Gonzales et al. (2000) analisaram 44 amostras comerciais de queijo Minas 

frescal, isolando 385 colônias de E. coli, das quais 5 eram enteropatogênicas. 

Aureli et al. (1992) analisaram 397 amostras comerciais de queijo fresco, sendo 

que 16,37% das cepas isoladas eram E. coli, e destas, 32,3% eram toxigênicas. 

2.4.2  Estafilococos enterotoxigênicos coagulase positiva e 

negativa. 

Atualmente são descritas 32 espécies de estafilococos, das quais, cinco são 

capazes de produzir uma enzima extracelular, a coagulase. Entre eles, estão o S. 

aureus, S. hycus e S. intermedius.  
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As bactérias do gênero Staphylococcus são cocos Gram positivos, anaeróbios 

facultativos, imóveis e não formadores de esporos, quando visualisados em 

microscópio, aparecem em formas de cachos de uva.  

A intoxicação estafilocócica é uma enfermidade transmitida por alimentos quando 

estes estão contaminados por espécies de estafilococos capazes de produzirem 

enterotoxinas. Relata-se ser necessária entre 105 e 106 UFC de S.aureus/g de 

alimentos, para que a enterotoxina seja formada em níveis capazes de provocar 

intoxicação alimentar. Os principais sintomas da intoxicação são: náuseas, vômitos, 

diarréias, sudorese, cãibras abdominais dolorosas, dores de cabeça e calafrios. O 

período de incubação varia de 30 minutos a 8 horas, após a ingestão do alimento 

contaminado (FRANCO; LANDGRAF, 2002). 

Os alimentos mais comumente associados às intoxicações causadas pelos 

estafilococos são: carnes (vaca, porco e frango), produtos cárneos (presuntos, salames 

e cachorro quente), saladas (com presunto, frango, batatas,ovos e maionese) e 

produtos lácteos. Muitos destes produtos são contaminados depois do processamento 

ou cozimento, quando os microrganismos competidores são eliminados (BENNET, 

BELAY, 2001). 

Segundo Silva e Gandra (2004) S. aureus é a espécie mais prevalente em surtos 

de intoxicação alimentar. 

Carmo et al. (2002) coletaram amostras de queijos e leite cru relacionados à dois 

surtos em Minas Gerais. No primeiro surto, 50 pessoas adoeceram após a ingestão de 

queijo Minas frescal, e no segundo surto, 328 pessoas apresentaram os sintomas após 

ingestão de leite cru. As análises mostraram que S. aureus estava presente (2,4 x102 à 

2,0 x 108 UFC/g) e produziram as enterotoxinas SEA, SEB e SEC. 

A produção de enterotoxinas sempre foi atribuída exclusivamente ao S. aureus, 

espécie coagulase positiva, mas casos de intoxicação estafilocócica associados a 

manteiga, como por exemplo, o ocorrido nos Estados Unidos, em que espécies S. 

intermedius (coagulase positiva) foram isoladas, aumentaram a correlação entre a 

produção de coagulase e a capacidade enterotoxigênica (BENNET, 1996). 
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Em 2001, a legislação brasileira de padrões microbiológicos para alimentos foi 

alterada e uma destas modificações, foi a alteração da determinação de S. aureus para 

enumeração de “estafilococos coagulase positiva”, devido à correlação entre a 

produção de coagulase e a capacidade enterotoxigênica, (Brasil, 2001). Entretanto, 

além de espécies de estafilococos coagulase positiva, algumas espécies coagulase 

negativa possuem capacidade de produção de enterotoxinas como foi evidenciado em 

meio de cultivo laboratorial (PEREIRA; PEREIRA, 2005; PEREIRA, 1996; 

OLIVEIRA,1999). Algumas das espécies coagulase negativa relatadas como produtoras 

de enterotoxinas em meio de cultivo laboratorial foram: S. epidermides , S. 

saprophyticus, S. haemolyticus e S. xylosus (PEREIRA; PEREIRA 2005). 

Surtos de intoxicações estafilocócicas associados a espécies coagulase 

negativas já foram relatados. O primeiro deles ocorreu em Osaka, no Japão, associado 

ao consumo de leite, em 1959. Nos Estados Unidos, a espécie S. epidermides 

produtora de SEA foi incriminada em um surto envolvendo carne assada. No Brasil, um 

surto ocorreu devido ao consumo de queijo Minas frescal e leite cru, onde foi 

identificada a espécie S. epidermides produtora de SEC (BRECKINRIDGE, 

BERGDOLL, 1971; CARMO et al.,2002, VERAS et al., 2003). 

O teste de termonuclease tem sido correlacionado com a patogenecidade dos 

isolados de alimentos. Embora muitos isolados enterotoxigênicos produzam TNase, a 

produção desta enzima não implica que sejam enterotoxigênicos. Evidências sugerem 

que a expressão metabólica, que é a base do teste de termonuclease, pode não ser um 

indicador de patogênese (BENNET,1996). 

A melhor forma de se determinar a patogenicidade das espécies de estafilococos 

é testar os isolados quanto a capacidade de produção de enterotoxinas, já que nenhum 

dos testes convencionais de identificação tem sido associados conclusivamente à 

síntese destas (BENNET,1996). 

As enterotoxinas estafilocócicas (SE) são proteínas de peso molecular ao redor 

de 27.000 a 34.000 daltons e são produzidas entre 10 a 46ºC, são resistentes às 

enzimas proteolíticas, termoestáveis, capazes de resistir a tratamentos térmicos como a 

pasteurização e solúveis em água e solução salina.  
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As enterotoxinas resistem também a temperatura de 121ºC por 3 a 8 minutos 

(BAIRD PARKER,1990 apud OLIVEIRA,1999). 

A inativação das enterotoxinas não dependem somente da temperatura, mas 

também da composição e pH do meio que as contém (TATINI,1973). 

Na Tabela 1 são apresentadas algumas condições para o crescimento de 

S.aureus e produção de enterotoxinas , atividade de água, concentração de sal, 

disponibilidade de oxigênio, pH e temperatura. 

Onze tipos de enterotoxinas foram identificadas até o momento: SE tipo A (SEA), 

SEB, três tipos de SEC (SEC1, SEC2, SEC3), SED, SEE, e recentemente, SEG, SEH, 

SEI e SEJ (SÁNCHES et al., 2002). Na literatura são descritos inúmeros surtos de 

intoxicação alimentar causados pela ingestão de alimentos contendo enterotoxinas pré-

formadas.A quantidade de enterotoxina a ser ingerida para causar a doença ainda não 

é bem conhecida. Entretanto verificou-se que, em humanos, a dose mínima de 

enterotoxina estafilococica A, suficiente para o desencadeamento dos sintomas, é de 

100 a 200 ng (EVENSON et al., 1988). 

Tabela 1- Condições para crescimento de S. aureus e produção de 

enterotoxinas. 

Crescimento de S. aureus Produção de Enterotoxinas 

Parâmetros 
Ótimo Variação Ótimo Variação 

Aw >0,99 0,83-0,99 0,99  0,86 - 0,99 
 

pH 6 - 7 4 - 10 6 - 7 4 - 9,8 
 

[ NaCl ] 0 0 - 20 0 0 – 10 
 

Disponibilidade 
de Oxigênio 

Aeróbio aeróbio/anaeróbio aeróbia aeróbia/anaeróbia 
 
 

Temperatura 37ºC 7- 47,8ºC 40-45ºC 10 - 46ºC 

 

Fonte: Tatini (1973) 
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Em função do risco à saúde, estabeleceu-se, em diversos países, a 

obrigatoriedade da pesquisa e quantificação da enterotoxina, como parte das ações de 

vigilância sanitária de orgãos governamentais (SILVA; GANDRA, 2004). 

Várias condições, estão associados ao crescimento e produção de estafilococos 

e suas enterotoxinas, como refrigeração inadequada, preparo de alimentos por tempo 

prolongado, higiene pessoal deficiente, aquecimento e cozimento inadequado 

(SORIANO et al., 2002). 

Na Tabela 2 são apresentados alguns surtos de intoxicação estafilocócica 

envolvendo leite e seus derivados, ocorridos em diferentes países. 

 

Tabela 2- Surtos de intoxicação estafilocócica relacionados ao leite e seus 

derivados. 

País Ano Nº casos  
Alimento implicado 

(enterotoxina) Tipo de leite. 
Canadá 1980 62 Queijo  

(SEA, SEC) 
Não-

especificado 

E.U.A. 1981 16 Queijo Pasteurizado 
Inglaterra 1983 2 Queijo Pasteurizado 
Escócia 1984 27 Queijo de ovelha  

(SEA) 
Cru 

Escócia 1985 2 Leite de cabra da fazenda Não 
pasteurizado 

E.U.A . 1985 860 Leite achocolatado  
(SEA) 

Pasteurizado 

Israel 1987 3 Leite de cabra  
(SEB) 

Cru 

Inglaterra 1988 155 Queijo Stilton Não 
pasteurizado 

Brasil 1994 7 Queijo 
(SEH) 

Não 
especificado 

Fonte: De Buyser et al.(2001) 
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2.4.3  Salmonella spp 

Salmonella, um gênero da família Enterobacteriaceae, compreende bacilos 

Gram-negativos, anaeróbios facultativos, não formadores de esporos, móveis por 

flagelos peritríquios, que fermentam glicose, mas não lactose e sacarose, geralmente 

produzindo gás e H2S, são oxidase negativa e catalase positiva (ICMSF, 1998). A 

temperatura ótima para multiplicação de Salmonella é próxima à 35-37ºC. 

As doenças causadas por Salmonella são divididas em três grupos: febre tifóide 

(causadas por Salmonella typhi), febre entérica (causadas por Salmonella paratyphi) e 

as enterocolites ou samoneloses, causadas pelas demais salmonelas. Atualmente, 

Salmonella é um dos microrganismos mais relatados em surtos de origem alimentar, 

principalmente envolvendo carnes bovinas, aves e ovos. Em relação aos laticínios a 

contaminação é quase sempre causada por leite cru ou inadequadamente pasteurizado 

(FRANCO; LANDGRAF, 2002). 

Segundo De Buyser et al. (2001), nos 2.861 surtos de origem alimentar ocorridos 

na França, no período de 1988 a 1997, Salmonella foi o principal agente etiológico 

(49%) e a porcentagem dos derivados do leite (queijos) nestes surtos foi de 1,8%. 

Segundo Eleftheriadou et al. (2002), na República de Chipre, entre 1991 à 2000, 

de 28.835 amostras de alimentos analisados, 1,8% apresentaram Salmonella spp. 

Destas, apenas uma amostra de queijo estava contaminada com Salmonella spp 

. 

2.4.4   Listeria monocytogenes 

O gênero Listeria é constituído por bactérias em forma de bastonetes Gram 

positivos, não formador de esporos, anaeróbio facultativo, móvel com flagelos 

peritríquios, catalase positiva, oxidase negativa. Apresenta crescimento entre 

temperatura de 2,5 à 44ºC sendo capaz de se desenvolver sob refrigeração, e podendo 

proliferar em alimentos mantidos nessas condições, a faixa de pH para seu 

desenvolvimento varia de 4,5 a 9,5 (FRANCO; LANDGRAF, 2002; ICMSF, 1998). 

O gênero Listeria está dividido em sete espécies: L. monocytogenes, L. innocua, 

L. seeligeri, L. grayi, L. ivanovii subsp. ivanovii e L. ivanovii subsp londoniensis. A 
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L.inoccua, e L. grayi são consideradas não patogênicas, enquanto a L.seeligeri, 

L.ivanovii e L. welshimeri raramente causam infecção em humanos (ICMSF, 1998). 

 Listeria monocytogenes é um dos microrganismos patogênicos de maior 

severidade à saúde humana. Ela tem sido associada à vários surtos de origem 

alimentar, e tem como veículo, o ambiente e alimentos (vegetais, carnes, leite e 

derivados) destacando-se os queijos (LONCAREVIC et al., 1998). 

Quando a bactéria é isolada no alimento, geralmente é devido a contaminações 

pós-processamento ou falha no processo de pasteurização. 

A porta de entrada de L. monocytogenes em uma indústria é muito diversificado, 

solo arrastado pelo calçado e vestuário, pelo transportes de materiais, através de 

animais que excretam o microrganismo, por matérias primas contaminadas e através de 

pessoas portadoras saudáveis (ROCOURT, 1997 apud GUERRA; BERNARDO, 2004). 

Kerr et al. (1993) relataram a presença de L. monocytogenes em 7% (7/99) de 

trabalhadores, dos quais 3 eram vendedores de comida rápida, 1 vendedor de pão, 1 

vendedor de peixes, 1 merceeiro, e 1 operador em frigorífico. 

Devido à severidade das infecções de L. monocytogenes, em que a taxa de 

mortalidade pode alcançar cerca de 50% e por não ser conhecida ainda a dose mínima 

infectiva, o Food and Drug Administration dos E.U.A. estabeleceu o padrão de 

“tolerância zero” para o microrganismo em alimentos prontos para consumo. Os 

padrões microbiológicos da legislação brasileira estabelecem para alguns produtos 

ausência em 25g de alimento (BRASIL, 2001; ALMEIDA et al,1999). 

O desenvolvimento da listeriose depende de fatores como: número de 

organismos ingeridos, estado imunológico do indivíduo e virulência da cepa envolvida. 

Entre os neonatos, idosos, pessoas imunocomprometidas e gestantes, pode causar 

septicemia, encefalite, meningite, aborto espontâneo e morte. Em surtos e casos de 

listeriose há predominância dos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b (VÁZQUEZ-BOLAND et al., 

2001). 

Muitas proteínas foram reconhecidas como essenciais para a virulência da L. 

monocytogenes. A Listeriolisina O (LLO) é o principal determinante de virulência em L. 
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monocytogenes e sua atividade hemolítica é observada ao redor das colônias crescidas 

em placas de ágar sangue. Também é necessária à multiplicação dentro dos 

macrófagos e células não fagocitárias, bem como na indução da resposta celular do 

hospedeiro, como por exemplo a proliferação celular, indução da exocitose de muco 

nas células intestinais e apoptose de células dendríticas (KUHN; GOEBEL, 1999; 

VÁZQUEZ-BOLAND et al., 2001). 

A proteína actA é o principal fator de virulência envolvido no processo intracelular 

de movimento da L. monocytogenes. Sua função específica é a polimerização da actina 

(KUHN; GOEBEL, 1999). 

A actina, o principal componente do citoesqueleto, está presente em células não 

musculares na forma de monômeros (actina globular) ou em sua forma polimerizada 

(actina filamentosa). Existe uma correlação postiva entre a taxa de polimerização de 

actina e a velocidade do movimento bacteriano. O comprimento da cauda é 

proporcional à taxa de movimento, assim, bactérias que se movimentam rápido 

apresentam uma cauda longa e bactérias que se movem devagar têm uma cauda de 

actina curta. Com a ajuda de actina formada, a L. monocytogenes pode se mover 

rapidamente no citoplasma à velocidade de 1,5 m/s (COSSART; KOCKS,1994 apud 

KABUKI, 2004). 

A diferenciação e a caracterização de isolados de mesma espécie podem ser 

realizadas utilizando-se os métodos de subtipagem, podendo ser divididas em grupos 

genéticos  

A PCR-RFLP (Polimorfismo do comprimento do fragmento de restrição), é um 

método de genotipagem rápido de microrganismos e geralmente, os alvos são os genes 

de virulência (KABUKI, 2004). 

Wiedmann et al. (1997), revelaram a existência de dois alelos para actA, que 

foram designadas como 3 e 4 e também a existência de 8 alelos para hly. Com base 

nos ribotipos e alelos de genes de virulência, os autores dividiram as espécies de 

Listeria monoctogenes em três linhagens distintas : a linhagem l, que contém todos os 

isolados de surtos alimentares e casos de infecção ao homem e ao animal (cepas dos 

sorotipos 1/2b, 3b, 3 c e 4b), a linhagem ll que contém isolados tanto humanos quanto 
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animais, mas aparentemente não foram ainda isolados de surtos alimentares (cepas 

dos sorotipos 1/2a, 1/2c e 3a), e a linhagem lll, que ainda não foi isolada de humanos, 

apenas de animais (cepas do sorotipos 4a e 4c).  

Vários trabalhos foram realizados sobre a incidência de L. monocytogenes em 

queijos. Uma atenção especial tem sido dada aos queijos macios italianos. Embora 

sejam preparados com leite pasteurizado, os queijos podem estar contaminados com L. 

monocytogenes, que podem ter sobrevividos ao tratamento térmico deficiente e ou 

pode ter vindo de uma contaminação pós-processamento. 

Devido aos problemas relacionados aos produtos lácteos, é grande a 

preocupação com o comportamento desse microrganismo no processamento e 

estocagem desses produtos, pois o ambiente das plantas de processamento, permite a 

colonização da bactéria em vários pontos. Assim, é evidente a importância dos 

programas de Boas Práticas de Fabricação e Procedimentos Operacionais 

Padronizados, particularmente aqueles envolvendo os processos de limpeza e 

desinfecção, no controle do microrganismo (KABUKI, 2004). 

O primeiro surto de listeriose foi associado ao consumo de salada de repolho cru 

no Canadá. O repolho havia sido contaminado com o uso de adubo a base de esterco 

de ovinos, infectados por L. monocytogenes. No período entre outubro de 2000 a 

janeiro de 2001, na Carolina do Norte, doze pessoas apresentaram infecções por L. 

monocytogenes. As investigações revelaram que o causador do surto foi um queijo 

fresco macio do tipo Mexicano, produzido com leite cru (BOGGS et al., 2001). 

Kabuki (2004) analisou 246 amostras do ambiente de produção de queijo fresco 

(tipo latino) e 111 amostras do queijo, encontrando L. monocytogenes em 11,0% das 

amostras do ambiente e em 6,3% dos queijos. Todos os queijos foram fabricados com 

leite pasteurizado. 

Silva et al. (1998) analisaram 103 amostras de queijos brasileiros obtidos no 

comércio do Rio de Janeiro e verificaram que, 10,68% estavam contaminadas com 

L.monocytogenes, 12,62% com L. innocua, 5,83% com L. grayi e 0,97% com 

L.welshimeri. 
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Nos Estados Unidos, segundo a Food and Drug Administration, um surto de 

listeriose foi registrado em New Jersey (1999), causado pelo consumo de ricota, com 

níveis de contaminações que variavam de 102 a 106 UFC/g (RYSER, MARTH,1999). 

 

2.4.5  Bacillus cereus 

Bacillus cereus é uma bactéria que pertence à família Bacillaceae, aeróbia, 

móvel por meio de flagelos peritríquios, produtora de esporos termorresistentes, com 

habitat natural no solo e vegetais. Suas cepas são catalase positiva e oxidase variável. 

A esporulação aeróbia e a reação de catalase positiva as distinguem do gênero 

Clostridium (NOTERMANS; BATT,1998). 

Estes microrganismos sobrevivem à várias condições ambientais, devido à sua 

condição de formar endosporos resistentes ao calor, agentes químicos, desidratação e 

desinfetantes. São geralmente mesófilos, com temperatura ótima de crescimento 

variando de 25 a 37 ºC, embora pesquisas tenham demonstrado que cepas de B. 

cereus, possuem a capacidade de crescer à temperatura abaixo de 7 ºC, com algumas 

cepas psicrotróficas crescendo até a 4ºC, e outras com características termofílicas, 

podendo crescer até a 75ºC. Multiplicam-se na faixa de pH entre 4,3 a 9,3 (SCHOENI; 

WONG, 2005). 

A identificação de B.cereus é realizada através de provas morfológicas e 

bioquímicas, cujas características observadas são: bastonete gram positivo produtor de 

lecitinase, negativo para fermentação de manitol em agar MYP (Mannitol Yolk 

Polymixin), capaz de utilizar glicose anaerobicamente, redutor de nitrato a nitrito, 

produtor de acetilmetilcarbinol, capaz de decompor L-tirosina e de crescer na presença 

de 0,001% de lisozima, móvel, produtor de hemólise, não produtor de cristais de 

endotoxina e negativo para crescimento rizóide (BENNET; BELAY, 2001). 

As espécies de Bacillus do Grupo IA apresentam alta similaridade nas suas 

características, podendo causar dúvidas na identificação (Tabela 3). Portanto, várias 

técnicas baseadas em biologia molecular têm sido desenvolvidas e aplicadas para a 

caracterização tanto das enterotoxinas quanto para diferenciação dessas espécies de 

Bacillus. Estas técnicas, como por exemplo, fagotipagem, amplificação randômica do 
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DNA polimórfico (RAPD) e reação da polimerase em cadeia (PCR), tem sido 

importantes instrumentos para o estudo e diferenciação destes 

microrganismos(GUELARDI et al., 2002) . 

 

Tabela 3. Características diferenciais das espécies de Bacillus spp. 

pertencentes ao Grupo l A. 

Espécies de Bacillus 

Características 
cereus thuringensis mycoides anthracis megaterium 

Motilidade +/-a +/-a -a - +/- 
 

Hemólise + + +c -b - 
 

Crescimento 
rizóide 

- - + - - 
 
 

Produção de 
cristais tóxicos 

- + - - - 
 

a 50 a 90 % das cepas são positivas 

b a maioria das cepas é negativa 

c a maioria das cepas é fracamente positiva 

 

A maioria das cepas de B. cereus é capaz de produzir uma série de metabólitos 

extracelulares, dos quais alguns estão relacionados com seu mecanismo de virulência 

(FRANCO; LANDGRAF, 2002; ICMSF, 1998).  

A patogenicidade do B. cereus ainda não é muito bem definida. Este 

microrganismo produz uma série de fatores de virulência, incluindo múltiplas 

hemolisinas, fosfolipases e proteases. Bacillus cereus causa dois tipos de doenças de 

origem alimentar: a síndrome diarréica e a síndrome emética além de diversas 

infecções localizadas ou sistêmicas, como endocardites, meningites, periodontite, 

infecções oculares, osteomelite e septcemia. Estas patologias são menos freqüentes se 

comparadas às do trato gastrointestinal. Em geral, a gama de diversas toxinas e fatores 



REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 22

de virulência de B. cereus, principalmente em infecções sistêmicas, têm sido pouco 

estudados (SCHOENI; WONG, 2005; GRANUM, 1994).  

É necessário o desenvolvimento de ferramentas para detecção molecular que 

permitam a rápida caracterização de mecanismos de virulência de isolados clínicos de 

B. cereus (EHLING-SCHULZ et al., 2004). 

O primeiro caso documentado de toxinfecção alimentar causada por B. cereus foi 

um surto diarréico, em 1950, pelo consumo de sobremesa de baunilha, onde foram 

encontradas concentrações de esporos acima de 108 UFC/g no amido de milho usado 

para o preparo deste prato (ANDERSSON et al.,1995). 

A síndrome diarréica é caracterizada por diarréia intensa e dores abdominais, 

raramente ocorrendo náuseas ou vômitos. A duração da doença é de 12 a 24 h e o 

período de incubação varia de 8 a 16 h. Os sintomas provocados são similares aos 

causados por Clostridium perfringens (GRANUM, 1994; INTERNATIONAL DAIRY 

FEDERATION, 1993). 

Diversos termos têm sido empregados para caracterizar a toxina diarréica: 

agente diarréico, fator de acúmulo de fluidos, fator de permeabilidade vascular ou 

simplesmente enterotoxina. Estes termos se referem a uma proteína, produzida durante 

a fase exponencial de crescimento de B. cereus, em pH variando de 6,0 a 8,5, sendo 

ótima na faixa de 7,0 a 7,5 e temperatura entre 18 a 43 ºC. Esta proteína é termolábil, 

sendo destruída a 55 ºC por 20 minutos (GRANUM, 1994). 

Várias pesquisas têm sido realizadas a fim de se isolar e caracterizar as 

enterotoxinas. Entretanto, ainda permanecem dúvidas quanto a estrutura, tamanho e 

número de componentes dos fatores tóxicos (GUINEBRETIÈRE et al., 2002; HANSEN 

et al. 2001; SVENSSON et al., 1999; GIFFEL et al., 1997; LUND; GRANUM, 1996, 

ANDERSON et al., 1995; DUFRENNE et al., 1994). 

Atualmente, são conhecidas quatro enterotoxinas produzidas por B. cereus: a 

hemolisina BL (HBL), a enterotoxina não-hemolítica (NHE), a enterotoxina K (CytK) e 

enterotoxina T (BceT). As três primeiras já foram identificadas em surtos alimentares. O 

complexo HBL é formado por três componentes denominados B, L1 e L2 com pesos 

moleculares de 35, 36 e 45 kDa, respectivamente. Este complexo requer os três 
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componentes para tornar máximas as atividades hemolíticas, citotóxicas e 

dermonecróticas, a ação de permeabilidade vascular e acúmulo de fluido em alças 

intestinais de coelho (SCHOENI; WONG, 2005, GUINEBRETIÈRE, 2002). 

O complexo NHE (nonhemolitic enterotoxin) é composto por três proteínas 

denominadas nheA, nheB e nheC, com pesos moleculares de 39, 45 e 105 kDa, 

respectivamente. As três proteínas são necessárias para a máxima atividade citotóxica, 

embora a combinação de duas delas em elevados níveis, já seja suficiente para 

promover a atividade citotóxica (SCHOENI;WONG,2005; LUND, GRANUM,1996). 

A habilidade do B. cereus em produzir NHE é mais comum, com 92 a 100% dos 

isolados com capacidade de produzi-lo (SCHOENI; WONG, 2005). 

Em geral as cepas de B. cereus são capazes de produzir NHE; entretanto, 

apenas cerca de 50% de HBL são detectados (HANSEN; HENDRIKSEN, 2001)  

Os alimentos associados aos surtos diarréicos por B. cereus normalmente são 

ricos em proteínas, como produtos cárneos, sopas, vegetais leites e produtos lácteos, 

com contagens entre 105 e 107 células ou esporos /g ou ml. A outra doença de origem 

alimentar causada por cepas de B. cereus, é a síndrome emética que é caracterizada 

por náuseas e vômitos. Sua duração é de 6 a 24 h e o período de incubação varia de 

0,5 a 5 h, provocando sintomas similares aos causados por Staphylococcus aureus 

(GRANUM, 1994; IDF, 1993). 

A toxina emética foi identificada pela primeira vez no Reino Unido nos anos 70, 

depois da ocorrência de vários incidentes associados ao consumo de arroz de 

restaurantes chineses (KRAMER; GILBERT, 1989). Ela é pouco estudada se 

comparada à toxina diarréica. 

A toxicidade tem sido atribuída a um peptídeo cíclico, o cereulídeo, que possui 

alta estabilidade à temperatura, enzimas proteolíticas e variações de pH. A dose 

infectante na síndrome emética é de 105-108 células/g. A toxina é formada no alimento 

final da fase estacionária (KOTIRANTA et al., 2000; GRANUM;LUND 1997). 
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Segundo Kramer e Gilbert (1989), o nível de contaminação necessário à 

produção de toxina, em teores suficientes para provocar vômitos, causaria a 

deterioração visível deste alimento.  

Dois kits comerciais foram desenvolvidos para detecção de enterotoxinas de B. 

cereus. O kit BCET-RPLA (Oxoid,Denka Seiken Ltd., Tokio, Japan) é um teste semi 

quantitativo, que detecta o componente L2 do complexo HBL, utilizando a técnica de 

aglutinação passiva reversa em látex, e com limite de detecção de 1ng/mL (SHOENI; 

WONG, 2005; IDF,1983); e também o kit “Bacillus diarrhoeal enterotoxin-visual 

immunoassay” BDE-VIA da TecraTM (Bioenterprises Pty.Ltd.Roseville,NSW, Austrália), 

que é um teste de ELISA (enzime-linked immunosorbent assay) que detecta a proteína 

40-45 kDa do complexo NHE, com limite de detecção de 1ng/ml (SHOENI; WONG, 

2005; IDF, 1993). 

Algumas das cepas psicrotróficas podem produzir enterotoxinas, o que causa 

preocupação entre as indústrias de alimentos prontos para o consumo e outros de 

produtos refrigerados (DUFRENNE et al., 1995). 

Dufrenne et al. (1994) pesquisando 31 cepas de B. cereus encontrados em 

várias fontes como leite, arroz, produtos derivados de ovos e batatas, constataram que 

17% eram capazes de crescer à temperatura  7 ºC e que estas foram produtoras de 

enterotoxinas pelo teste BDE-VIA. 

 

2.4.6  Bolores e Leveduras 

Os fungos são microrganismos largamente distribuídos no meio ambiente, 

incluindo o ar, a água e solo. Como conseqüência, os alimentos podem ser 

contaminados por uma ampla variedade de espécies fúngicas, originárias dessas fontes 

ambientais. Sob condições favoráveis, eles podem multiplicar-se nos alimentos e 

provocar deteriorações. Os fungos apresentam grande versatilidade para crescer em 

condições desfavoráveis a outros microrganismos, crescem em atividade de água de 

0,65 até 0,99, pH de 2,0 a 9,0 e temperatura < 0 a 40 ºC. Eles utilizam uma grande 

variedade de substratos como fontes de carbono, nitrogênio e energia. Alguns possuem 



REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 25

capacidade de esporulação como forma de reprodução sexuada e disseminação em 

diferentes condições (TANIWAKI; SILVA, 2001). 

No seu aspecto positivo, os fungos podem colaborar no desenvolvimento do 

sabor durante a maturação de alguns queijos. Além disso, enzimas utilizadas na 

elaboração de alimentos processados são derivadas do metabolismo de fungos. No seu 

aspecto negativo, eles são deteriorantes, o que reduz a vida de prateleira de vários 

produtos. Se o crescimento fúngico for retardado ou prevenido, pode-se evitar perdas 

significativas na produção, estocagem e distribuição de alimentos, além de alterações 

nas características organolépticas, valor nutricional e risco potencial para a saúde do 

consumidor, devido à produção de micotoxinas. Quanto aos queijos, apesar de 

constituírem um excelente substrato para crescimento fúngico, possuem moderado 

risco de contaminação por micotoxinas (FRANCO; LANDGRAF, 2002; TANIWAKI; 

SILVA, 2001). 

As superfícies de equipamentos, mãos, aventais de manipuladores, salmouras e 

ambientes são as principais fontes de contaminação por estes microrganismos 

(VILJOEN; WELTHAGEN, 1998). 

A presença de bolores e leveduras em índice muito elevado de contaminação no 

ar e em alimentos pode fornecer várias informações, tais como, condições higiênicas 

deficientes de equipamentos, multiplicação no produto em decorrência de falhas no 

processamento e/ou estocagem e matéria-prima com contaminação excessiva 

(VILJOEN, 2001). 

Viljoen e Welthagen (1998) pesquisaram o processamento de queijo Gouda e 

detectaram elevadas contagens de leveduras, tendo como fontes de contaminação de 

superfícies de equipamentos, ar, chão, mãos de manipuladores e em especial a 

salmoura. Uma diversidade de 23 espécies de leveduras, representando 13 gêneros 

foram caracterizadas no ambiente da indústria. 
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3  Material e métodos 

 
 

3.1  Material 

 

3.1.1 Amostras 

 

Foram coletadas 45 amostras de ricota, sendo 15 marcas comerciais diferentes 

com registro no Serviço de Inspeção Federal (SIF) ou no Serviço de Inspeção no 

Estado de São Paulo (SISP), no varejo do município de Campinas-SP em três períodos 

diferentes do ano, apresentando de 10 a 15 dias de fabricação. 

 

3.2 Métodos 

 

As amostras foram analisadas para determinação dos seguintes microrganismos: 

coliformes termotolerantes (45°C), estafilococos coagulase positiva, Salmonella e 

Listeria monocytogenes; conforme estabelece a Resolução RDC n° 12 da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária- ANVISA, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001a). 

Além dos parâmetros microbiológicos definidos pela legislação, foi pesquisada a 

presença de: Bacillus cereus mesófilos e psicrotróficos, estafilococos coagulase 

negativa, bolores e leveduras. 

Análises físico-químicas para determinação de pH, acidez titulável, teor de sal, 

cinzas, teor de gordura (gordura no extrato seco total), teor de umidade (extrato seco 

total) e proteína total também foram realizadas. 

 

3.2.1 Amostragem 

 

O procedimento de amostragem foi iniciado com a anotação dos dados descritos 

nos rótulos dos produtos, relativos à procedência, marca, número de SIF ou SISP, 
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ingredientes, data de fabricação, prazo de validade e informação nutricional. As 

amostras de ricota foram retiradas de sua embalagem, após prévia desinfecção com 

álcool 70% sob condições assépticas, na capela de fluxo laminar. Cada unidade 

amostral foi homogeneizada e então subdividida para a realização dos ensaios 

microbiológicos e físico-químicos. 

Vinte e cinco gramas de amostra foram pesados em balança semi-analítica, para 

posterior homogeneização em equipamento tipo “stomacher” com os diluentes 

específicos para cada microrganismo investigado. Para avaliação de coliformes 

termotolerantes, bolores e leveduras, estafilococos e Bacillus cereus, foi utilizado o 

mesmo diluente: 225 ml de solução de citrato de sódio a 2 % (Merck) para 25 g das 

amostras, que após serem homogeneizados foram diluídos em série decimal, com este 

mesmo diluente. Todas as determinações foram realizadas em duplicata. 

 

3.2.3 Análises Físico-Químicas: 

As determinações foram realizadas em triplicata, com exceção do teor de 

umidade que foi realizado em quadruplicata. 

O teste para verificar diferenças entre as médias foi o de Tukey e análise de 

variância ANOVA. 

3.2.2.2  pH 

O pH dos queijos foi determinado, por meio de método potenciométrico, 

utilizando-se pH-metro Marca Micronal, Modelo B374, conforme AOAC (1995) 

3.2.2.2. Teor de Umidade e Extrato Seco Total (EST) 

 

O extrato seco total e o teor de umidade do queijo foram determinados segundo 

o método de secagem até peso constante, em estufa a 105ºC (AOAC 1995). 

3.2.2.3  Teor de Gordura e Gordura no Extrato Seco 

O teor de gordura do queijo foi determinado utilizando-se o método de Gerber 

(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). 
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O teor de gordura no extrato seco (GES) foi calculado utilizando-se a fórmula da 

AOAC (1995), na qual: 

GES= % de gordura x 100 / % de extrato seco total. 

3.2.2.4  Acidez titulável 

A acidez foi determinada por titulação com solução de NAOH 0,1 N conforme o 

método descrito pela AOAC (1995), adaptado por Yun e Barbano (1995) e expresso em 

% de ácido lático. 

3.2.2.5  Teor de Nitrogênio Total 

A quantidade de nitrogênio total nas amostras foi determinada utilizando-se o 

método oficial de Kjeldahl (IDF, 1962) e um fator de 6,38 para obter o teor de proteína 

total segundo a AOAC (1995). 

3.2.2.6  Teor de sal 

O teor de sal no queijo foi determinado utilizando-se o método de Volhard (IDF, 

1979). 

3.2.27  Teor de Cinzas 

O teor de cinzas foi determinado utilizando-se o método recomendado pela 

AOAC (1995) 

3.2.3  Análises microbiológicas 

Determinação de coliformes termotolerantes (45ºC) 

A contagem foi realizada utilizando-se a técnica do Número Mais Provável-NMP– 

de três tubos, segundo recomendação da American Public Health Association -APHA 

(KORNACKI;JOHNSON,2001), inoculando-se as diluições da amostra em caldo Lauryl 

Sulfate Tryptose (Merck)- LST. As culturas dos tubos com resultados presuntivo positivo 

(produção de gás) após 24 e 48h de incubação a 35ºC foram transferidas para o caldo 

Escherichia Coli (Merck) -EC e incubados a 45ºC para a confirmação da presença de 

coliformes termotolerantes. 
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3.2.3.2  Determinação de estafilococos coagulase positiva e 

negativa 

A determinação foi realizada utilizando-se o método recomendado pela APHA 

(BENNET; LANCETTE, 2001). As diluições das amostras foram semeadas na superfície 

do ágar Baird Parker –BP (Difco) e as placas foram incubadas a 35ºC por 48h. 

Procedeu-se uma contagem presuntiva das Unidades Formadoras de Colônias-UFC. 

Cinco colônias suspeitas de cada placa foram selecionadas e transferidas 

para ágar BHI, seguido de incubação a 35ºC por 24h para confirmação, através da 

caracterização morfológica por coloração de Gram e dos testes bioquímicos de 

catalase e coagulase. 

 

3.2.3.3  Detecção de Salmonella spp 

 

A determinação de Salmonella foi realizada segundo recomendação da APHA 

(ANDREWS et al., 2001). Cada unidade de 25g de amostra foi homogeneizada com 

225ml de Caldo Lactosado (Oxoid)- CL durante 2 minutos, permanecendo à 

temperatura ambiente por 60 minutos com controle e ajuste do pH (6,8 ±0,2), quando 

necessário. Após incubação por 24h a 35ºC, 0,1 e 1,0 ml do caldo lactosado foi 

transferido para 10ml de caldo Rappaport-Vassiliardis (Oxoid)- RV, incubado a 42ºC e 

10 ml de Caldo Tetrationato (Oxoid)- TT, incubado a 43ºC, respectivamente, ambos em 

banho-maria. Uma alçada destes caldos foram estriados em ágar  Xylose Lysine 

Desoxycholate (Merck)- XLD, ágar Bismuto Sulfito (Difco)- BS e ágar Hektoen Enteric 

(Oxoid)- HE e incubados a 35ºC por 24h. 

De duas a cinco colônias típicas foram isoladas de cada placa de ágar HE 

(colônias verde azuladas, com ou sem centro negro), de BS (colônias pretas, cinzas e 

marrons) e de XLD (colônias róseo escuro, com ou sem centro preto), sendo 

transferidas para o TSI e LIA, os quais foram incubados a 35ºC/24h. 

Os isolados, com reações características de Salmonella no TSI ou LIA,  foram 

submetidos ao teste de aglutinação com  antisoro Salmonella polivalente somático. Os 
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isolados com resultado positivo no teste de aglutinação foram transferidos para  o caldo 

uréia, e as culturas urease negativas foram mantidas em ágar Triptona de Soja (Oxoid)-

TSA para a realização da sua identificação com o auxílio do kit de identificação rápido 

API 20 E (Biomerieux®), conforme instrução do fabricante. 

 

3.2.3.4 Detecção de Listeria monocytogenes: 

 

As análises foram realizadas segundo o método recomendado pelo Canadian 

Health Product and Food Branch (PAGOTTO et al., 2001). Cada unidade de 25 g de 

amostra foi homogeneizada com 225 ml de caldo LEB em stomacher e incubada a 

30ºC. Após 24h e 48h de incubação, 0,1 ml do caldo LEB foi inoculado em 10 ml de 

caldo Fraiser Modificado (Difco)-MFB, sendo incubado a 35ºC/48h. Os tubos positivos 

de MFB (coloração escura) de 24 e 48h, assim como os tubos negativos (sem 

escurecimento), foram semeados por estrias em ágar MOX e LPM, sendo as placas 

incubadas a 35 e 30ºC por 48h, respectivamente. 

Cinco colônias típicas de cada placa de ágar Cloreto de Lítio Feniletanol 

Moxalactam (Difco), suplementado com 20 mg/l de moxalactam (Sigma)- LPM (colônias 

azul esverdeado sob luz transmitida), e de ágar Oxoid (Oxoid), suplementado com 

suplemento seletivo (Oxoid) -OXA (colônias pretas com halo escuro), foram purificadas 

e mantidas em TSA-YE até sua identificação. 

A identificação foi realizada através de caracterização morfológica (coloração 

de gram), e bioquímica pelos testes de produção de catalase, ß hemólise em ágar 

sangue de cavalo, motilidade a 25ºC em meio SIM e produção de ácido a partir da 

utilização da ramnose, manitol e xilose. O kit API Listeria (Biomerieux®) também foi 

utilizado para identificação de alguns isolados, sendo este utilizado conforme 

instruções do fabricante. 

3.2.3.5 Determinação de bolores e leveduras: 
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A determinação de bolores e leveduras foi realizada conforme metodologia 

recomendada pela APHA (BEUCHAT; COUSIN, 2001) em que 0,1 ml das diluições 

seriadas foram semeadas na superfície do ágar Dicloran Rosa de Bengala 

Cloranfenicol (Oxoid)-DRBC, suplementado com cloranfenicol suplemento seletivo 

(Oxoid), e incubadas a 25ºC por 5 dias. Posteriormente, realizou-se a contagem das 

Unidades Formadoras de Colônias-UFC/g. 

 

3.2.3.6 Determinação de Bacillus cereus mesófilo e 

psicrotrófico: 

 

A determinação desses microrganismos foi realizada utilizando-se o método 

recomendado pela APHA (BENNETT; BELAY, 2001). 

As diluições decimais foram inoculadas na superfície do ágar Manitol-Gema de 

Ovo-Polimixina (Difco)- MYP e incubadas a 30ºC por 24h (para verificação de cepas 

mesófilas) e 7ºC por 10 dias (para verificação de cepas psicrotróficas). Após  contagem 

das UFC de colônias típicas, cinco ou mais colônias foram estriadas em ágar nutriente e 

incubadas a 30ºC por 24h, para confirmação e identificação através da coloração de 

gram, reação de catalase, fermentação anaeróbia da glicose, decomposição da tirosina, 

resistência a lisozima, teste de motilidade, crescimento rizóide, atividade hemolítica e 

detecção de cristais de toxinas, esta realizada segundo metodologia descrita por 

SHARIF e ALAEDDINOGLU (1998). 

 

3.2.4 Avaliação de características de patogenicidade 

 

3.2.4.1 Detecção de enterotoxina estafilocócica pré formada nas 

ricotas comerciais: 

 

Foram analisados 20 gramas de ricota utilizando-se o sistema automatizado 

mini-VIDAS (Biomerieux ), conforme instrução do fabricante, disponibilizado pelo 
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Laboratório de Toxinas Microbianas do Departamento de Ciências de Alimentos – FEA 

– UNICAMP. O Sistema utiliza a metodologia ELFA (Enzyme Linked Fluorescent 

Assay), um ensaio imunoenzimático, similar ao ELISA (Enzyme Linked Imunno Assay), 

apresentando como diferença o substrato (4 MUP) 4 METIL UMBELIFERIL FOSFATO 

que, após ser hidrolisado pela enzima fosfatase alcalina, se transforma em 

umbeliferona, emitindo fluorescência a 450 nm quando excitadas a 370 nm. A 

intensidade de fluorescência liberada é medida e determinado o resultado, permitindo a 

detecção de enterotoxinas de estafilococos (SEA, SEB, SEC1,2,3, SED e SEE) 

(APÊNDICE B). 

3.2.4.2 Avaliação da capacidade de produção de enterotoxinas pelas 

linhagens de estafilococos coagulase positiva e negativa isoladas 

das ricotas comerciais: 

 

Antes da realização dos testes para avaliação da capacidade de produção de 

enterotoxinas nas culturas, foi realizado o teste da Furazolidona, segundo Rheinbaben 

e Hadlok (1981), para diferenciação de estafilococos e micrococos. 

Para o teste de avaliação da capacidade de produção de enterotoxinas em meio 

de cultura líquido, as cepas de estafilococos foram ativadas em caldo BHI a 35ºC por 24 

h, de onde foi retirada uma alíquota de 2ml e adicionado a 200ml de caldo tripticase de 

soja (TSB), incubando-se em estufa com agitação a 36ºC por 48h (NETO et al., 2002; 

CHOU e CHEN, 1997). A cultura foi então centrifugada a 3000 rpm por 15min à 

temperatura de 4ºC e uma alíquota de 500ul do sobrenadante foi retirada e submetida 

ao teste do kit ViDAS SET “Staph enterotoxin”, conforme instruções do fabricante. 

 

3.2.4.3 Detecção da produção de enterotoxina diarréica por cepas de 

Bacillus cereus 

Quarenta e dois isolados, com perfil clássico de B. cereus frente aos testes 

bioquímicos e morfológicos de identificação, representando no mínimo 3 isolados de 

cada marca comercial com contagem, foram avaliados quanto à produção de 

enterotoxinas. Uma cepa padrão (B. cereus ATCC 14579) foi utilizada como controle. 
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Antes do início dos testes, os isolados foram ativados por estrias em ágar infusão 

de cérebro e coração (BHI) e incubados a 30ºC durante 24h. 

Para a detecção da produção de enterotoxinas foi utilizado o Kit Bacillus 

Diarrhoeal Visual Immunoassay (kit BDE-VIA, lote 14205012 ;Tecra, Roseville New 

South Wales, Austrália). O teste detecta a proteína 45 kDa do complexo NHE, 

através do teste ELISA (APÊNDICE C). Uma alçada da cultura proveniente do ágar 

BHI foi inoculada em 10 ml de caldo BHI, suplementado com 0,1% de glicose, e 

incubado por 30ºC durante 18 horas. O teste foi realizado conforme instruções do 

fabricante. Os isolados psicotróficos foram testados tanto a 30º C por 18 h quanto a 7 

ºC por 10 dias. 

3.2.4.4 Avaliação dos genes que codificam os complexos HBL e NHE 

de Bacillus cereus: 

Para determinar a presença dos genes que codificam os complexos HBL e NHE 

utilizou-se a técnica da PCR (Reação em cadeia da polimerase). Os primers 

(iniciadores) utilizados para a amplificação dos genes associados a produção de 

enterotoxinas estão listados na Tabela 4. 

3.2.4.4.1 Extração do DNA ( KABUKI et al,. 2005) 

Uma alçada da cultura proveniente do agar BHI foi inoculado em 10 ml de 

caldo BHI suplementado com 1% de glicose e incubado a 32 ºC durante 18 horas 

sob agitação a 200 rpm. Uma alíquota de 250 ul deste caldo foi transferida para um 

tubo Eppendorf® e centrifugada a 13000xg/10min. O sobrenadante foi descartado e 

ao pellet depositado no fundo do tubo foram adicionados 100 ul de tampão TE (Tris, 

EDTA) pH 7, 5 (Invitrogen®). As células bacterianas foram então lisadas através da 

incubação a 100ºC por 10 minutos e  o DNA foi separado por centrifugação a 

13.000xg  por 3 min. O sobrenadante com o DNA bacteriano foi estocado a -20ºC. 

3.2.4.4.2  Reação em cadeia da Polimerase 

A amplificação do DNA foi realizada em termociclador Mastercycler epgradients 

534 (Eppendorf) utilizando-se 35 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 45 s, anelamento a 

50-55º C por 45 s e extensão a 72 ºC por 1 min. Para cada reação de amplificação foi 
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preparado  um volume total de 24 ul, contendo 0,2 ul da enzima Taq polimerase( 1U/ul); 

2,5 ul de tampão 10 X(200mM Tris-HCl- pH 8,0; 500 mM de KCl); 1,5 ul de MgCl2 25 

mM ; 0,5 ul de dNTPs 10 mM; 1 ul (12,5 mM) de cada um dos primers, 1 ul do DNA 

extraído e água Mli-Q esterelizada (q.s.p 24 ul) (KABUKI et al., 2005). 

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2,0% através do 

sistema de eletroforese horizontal submersa, utilizando o corante Syber Safe® por 15 

minutos para visualização do produto da PCR pela  UV transiluminação. Marcadores de 

peso molecular foram incluídos em cada gel (100bp  DNA ladder; Invitrogen). 

 
Tabela 4.  Primers utilizados para a caracterização de isolados de B. cereus. 
Gene Seqüência (5`-3`) Produto 

(bp) 
Referência 

HblA CTG CAG ATG TTG ATG CCG AT 
ATG CCA CTG GGA CAT AT 

300 Hansen; Hendriksen, 2001. 

HblD AAT CAA CAG CTG TCA CGA AT  
CAC CAA TTG ACC ATG CTA AT 

410 Hansen; Hendriksen, 2001. 

HblC AAT GGT CAT CGG AAC TCT AT  
CTC GCT GTT CTG CTG TTA AT 

730 Hansen; Hendriksen, 2001. 

NheA TAC GCT AAG GAG GGG CA 
GTT TTT ATT GCT TCA TCG GCT 

479 Granum et al., 1999; 
. 

NheB CTA TCA GCA CTT ATG GCA G 
ACT CCT AGC GGT GTT CC 

753 Granum et al., 1999; 
 

NheC CGG TAG TGA TTG CTG GG 
CAG CAT TCG TAC TTG CCA A  

563 Granum et al., 1999; 
 

 

3.2.4.5 Subtipagem das culturas isoladas de L. monocytogenes  

 

Dos 135 isolados de Listeria sp provenientes dos meios de cultura (OXA e LPM), 

treze anteriormente identificadas como L. monocytogenes pelo kit API Listeria foram 

subtipadas utilizando-se a análise alélica dos genes de virulência actA e hly. O 

polimorfismo alélico da actA foi verificado por PCR e hly-A por PCR-RFLP 

(Polimorfismo do comprimento do fragmento de restrição) utilizando as enzimas de 

restrição Hhal e Hpall (WIELDMAN et al., 1997). 
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3.2.4.5.1 Extração do DNA  

Os isolados de L. monocytogenes foram ativados por estrias em ágar infusão 

de cérebro e coração (BHI) e incubados a 35ºC por 24 horas. Uma colônia foi então 

inoculada em 5ml de caldo BHI e incubada a 37ºC sob agitação a 250 rpm por 18 h. 

Duzentos e cinqüenta µl desta cultura foram então centrifugados a 13.000 x g por 

10min. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 95 µl de 1x 

tampão PCR, tratadas com 4 µl de lisozima ([50mg/ml]) a temperatura ambiente por 

15 min e então digeridas com 1µl de proteinase K ([20mg/l]) a 60ºC por 60 min, 

seguida de fervura por 8 min. Em seguida, fez-se a centifugação a 13.000 x g por 5 

segundos e então após a lise celular, procedeu-se à técnica de PCR. 

3.2.4.5.2  Reação em Cadeia da Polimerase  

Os primers utilizados estão relacionados na Tabela 5. 

A amplificação do DNA foi realizada em termociclador Mastercycler 

epgradients 534 (Eppendorf) utilizando-se um ciclo inicial a 94ºC/2min; 35 ciclos de 

desnaturação a 94 ºC por 1 min, anelamento a 50 ºC por 1min e extensão a 72ºC por 

1min e ciclo final a 72ºC/5min. Para cada reação de amplificação foi preparado um 

volume total de 49 ul contendo 0,4 ul da enzima Taq-polimerase(1U/ul); 5,0 ul de 

tampão 10 X (200mM Tris-HCl- pH 8,0; 500 mM de KCl); 3,0 ul de MgCl2 25 mM; 2,5 

ul de dNTPs 10 mM; 2 ul (12,5 mM) de cada um dos primers, 1 ul do DNA extraído e  

água Mli-Q esterelizada (q.s.p 49 ul). Os produtos da PCR foram visualizados em gel 

de agarose a 1,5%, utilizando-se o corante Syber Safe   por 15 minutos para 

visualização do produto da PCR pela transiluminação UV. Marcadores de peso 

molecular foram incluídos em cada gel (1 Kb DNA ladder; Invitrogen). Os tipos 

alélicos 3 e 4 foram determinados baseando-se nos diferentes tamanhos dos 

produtos da PCR. 
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3.2.4.5.3 Reação em cadeia da Polimerase com Polimorfismo do 

comprimento do fragmento de restrição para hlyA 

A reação de PCR-RFLP foi realizada primeiramente detectando o gene hlyA.  

Para cada reação de amplificação foi preparado um volume total de 49 ul, 

contendo 0,4 ul da enzima Taq-platinum polimerase; 5,0 ul da tampão 1 X; 3,0 ul de 

MgCl2 25 mM; 2,5 ul de dNTPs (1 mM); 2 ul (12,5 mM) de hly-R e hly-F, 1 ul do DNA 

extraído e água ultra pura (q.s.p 50 ul). Após verificação da presença do gene hly 

através da eletroforese em gel agarose 1,5%, foi realizada a digestão utilizando-se as 

enzimas de restrição Hhal e Hpall, a 37ºC/3h em banho maria, resultando em um perfil 

de DNA e determinando-se as linhagens genéticas (l, ll e lll) dos isolados conforme 

WIEDMANN et al. (1997). 

 
Tabela 5.  Primers utilizados na subtipagem dos isolados de L. monocytogenes. 

Gene Seqüência (5`-3`) Referência 
hlyA TGC GTT TCA TCT TTA GAA GC 

AAG CCT GTT TCT ACA TTC TTC A 
Wiedmann et al, 1997. 

actA TAA AAG TGC AGG GTT ATT 
GGA TTA CTG GTA GGC TCG G  

Wiedmann et al, 1997. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Avaliação das características físico-químicas de ricotas 

comercializadas no município de Campinas-SP e da conformidade das 

informações nutricionais 

 

4.1.1  Características físico-químicas das ricotas 

A Tabela 6 apresenta a composição média das quinze marcas de ricota 

avaliadas e revela que houve diferença significativa para todos os componentes 

analisados. O parâmetro que menos variou foi o pH e o de maior variação entre as 

marcas foram os teores de gordura e umidade. 

Os resultados das análises físico-químicas das 45 amostras de ricotas, são 

apresentados na Tabela 7 onde pode ser visualizado as diferenças entre os lotes de 

uma mesma marca. Essa variabilidade em principio seria função da falta de 

padronização no processamento por parte das empresas, pela variação na composição 

e quantidade dos ingredientes, além da inexistência, na legislação brasileira, de um 

Padrão de Identidade e Qualidade (PIQ) específico para ricota. 

4.1.2 Teor de Umidade: 

Os teores de umidade das amostras de ricotas, conforme Tabela 7, variaram de 

58,49 a 77,45%. A partir destes dados, e segundo a Portaria nº 146/96 do MAARA 

(Brasil, 1996), todas as amostras de ricota analisadas receberiam a classificação de 

queijo de “muita alta umidade” por apresentar teor de umidade acima de 55%. 

A analise comparativa entre as diversas marcas mostra que os valores de 

umidade encontrados apresentaram diferença significativa (p<0,05) entre si (Tabela 6). 

Estes resultados não diferem muito daqueles apresentados por Souza et al. 

(2000) que ao avaliarem 30 amostras de ricotas, de cinco marcas diferentes, 

comercializadas na cidade de Belo Horizonte-MG, mostraram que 93,34% das amostras 

se enquadrariam na classificação de queijo de muita alta umidade e apenas 3,33% 

como queijo de “média umidade” e 3,33% de “alta umidade”. 
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Tabela 6. Composição média das três amostras de quinze marcas comerciais de 

ricota 

Marca Umidade 
(%) 

Gordura 

(%) 

Gordura 
base 
seca 
(%) 

Proteína 
total (%) 

Sal 
(%) 

S/U 1 Cinzas 
(%) 

Acidez 
titulável 

(%ac.láctico) 

pH 

A 69,68ecd 13,28fe 43,72ed 13,17ba 0,20f 0,29fhg 0,59g 0,25de 5,07fgh 

B 77,08a 5,89h 25,70g 10,99edc 1,21a 1,6a 2,48cd 0,22de 6,26a 

C 68,62edf 16,83dc 53,95cb 10,90edc 0,18f 0,26hg 0,84g 0,30de 5,91bac 

D 74,57ab 8,30h 32,59 fg 12,85ba 0,31ed 0,41feg 0,94gf 0,21de 5,96bac 

E 62,22h 17,94dc 47,36ced 13,73a 0,19f 0,30fhg 2,13cbd 0,33cde 
5,75bdec 

F 62,79h 18,61bc 50,06cbd 12,61bac 0,41d 0,65dc 1,29gfed 0,30de 
5,84bdc 

G 72,07bc 12,00 f 43,36 ed 10,01edf 0,31ed 0,43fe 2,72b 0,54cb 5,46fde 

H 67,73efg 13,05fe 39,60 fe 13,25a 0,26ef 0,39feg 1,79cfed 0,30de 6,03ba 

I 63,13h 21,55ba 58,20b 12,54bac 0,88b 1,40b 1,79ced 0,30de 
5,86bdac 

J 76,15 a 7,44 h 31,23fg 10,59ed 0,39d 0,50de 2,43cb 0,40cd 5,61dec 

 K 72,44bc 13,72 fe 49,73cbd 9,67ef 0,19f 0,27hg 1,06gfe 0,63b 
4,95h 

 L 74,32ba 11,61fg 45,10ed 11,49bdc 0,17f 0,24h 0,56g 0,18de 
5,91 bac 

M 66,47fg 15,11 de 45,42ced 10,93edc 0,54c 0,80c 2,97b 0,63b 
5,37 feg 

N 65,17hg 24,22 a 69,79a 8,78f 0,20ef 0,31feg 0,46g 0,14e 
5,41feg 

O 71,62bcd 8,83hg 31,02g 10,94edc 0,22ef 0,30fhg 3,84a 0,98a 
5,03hg 

 

 
Médias com letras em comum na mesma coluna não diferem entre si significativamente (p >0,05), 
segundo o teste de Tukey. 
1 Relação Sal/umidade 
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Tabela 7  Composição físico-química das 45 amostras de ricotas 

Amostra proteína 

Gordura 

base seca Umidade Gordura Cinzas Sal 

Acidez 

titulável Sal/Umidade pH 

 (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)  

A1 12,6 47,90 68,74 15,00 0,47 0,23 0,19 0,33 5,12 

A2 13,84 40,32 70,23 12,00 0,56 0,20 0,31 0,29 4,67 

A3 13,05 42,95 70,05 12,83 0,73 0,19 0,26 0,27 5,47 

B1 11,64 24,28 77,45 5,50 2,53 1,26 0,27 1,62 6,23 

B2 10,37 28,33 77,01 6,50 2,30 1,27 0,24 1,65 6,48 

B3 10,98 24,48 76,84 5,67 2,62 1,24 0,16 1,62 6,08 

C1 10,93 48,47 66,38 16,50 0,71 0,23 0,26 0,35 6,36 

C2 10,25 50,45 71,24 14,50 0,84 0,14 0,37 0,19 5,96 

C3 11,51 62,91 68,98 19,50 0,97 0,20 0,28 0,30 5,43 

D1 12,39 35,32 74,27 9,23 0,62 0,23 0,19 0,31 5,76 

D2 12,53 31,76 74,33 8,17 0,96 0,33 0,22 0,44 6,19 

D3 13,64 30,71 75,53 7,50 1,23 0,41 0,22 0,55 5,93 

E1 13,48 43,95 64,84 15,50 2,11 0,25 0,47 0,39 5,94 

E2 14,75 48,00 62,47 18,00 1,92 0,17 0,28 0,27 5,97 

E3 12,97 50,13 59,48 20,33 2,35 0,18 0,35 0,31 5,36 

F1 12,23 50,15 64,18 18,00 1,42 0,40 0,43 0,62 5,92 

F2 12,46 49,14 60,41 19,50 1,14 0,47 0,23 0,78 5,54 

F3 13,14 50,89 64,10 18,33 1,31 0,40 0,25 0,62 5,39 

G1 9,68 42,36 71,76 11,83 2,60 0,32 0,83 0,45 5,20 

G2 10,51 41,10 71,42 11,67 2,75 0,37 0,29 0,52 5,81 

G3 9,85 46,63 72,28 12,50 2,80 0,26 0,50 0,36 6,15 
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H1 14,54 47,22 64,06 17,00 1,60 0,21 0,35 0,33 6,14 

H2 12,63 39,14 69,34 12,00 1,72 0,35 0,30 0,51 5,94 

H3 12,60 33,34 69,73 10,17 2,04 0,26 0,24 0,37 6,01 

I1 10,17 58,71 64,28 21,00 1,79 0,98 0,40 1,53 5,92 

I2 16,35 56,11 62,49 21,00 1,64 0,75 0,28 1,20 5,62 

I3 11,10 59,81 62,15 22,67 1,96 1,04 0,24 1,67 6,05 

J1 9,52 28,75 76,63 6,67 2,56 0,40 0,18 0,53 6,29 

J2 11,27 35,13 75,19 8,67 2,71 0,43 0,35 0,57 5,37 

J3 10,98 29,79 76,55 7,00 2,02 0,38 0,67 0,50 5,19 

K1 9,56 51,72 72,35 14,33 0,61 0,22 0,41 0,31 6,07 

K2 10,00 52,48 71,38 15,00 0,98 0,20 0,64 0,27 4,91 

K3 9,47 45,00 73,65 11,83 1,59 0,25 0,85 0,34 4,83 

L1 10,09 44,49 73,09 12,00 0,52 0,20 0,19 0,27 5,10 

L2 13,61 45,71 74,97 11,50 0,55 0,09 0,16 0,12 5,90 

L3 10,76 45,11 74,50 11,33 0,62 0,25 0,19 0,34 5,77 

M1 10,62 44,31 65,12 15,50 3,02 0,54 0,53 0,84 5,70 

M2 12,00 42,13 68,60 16,50 2,98 0,63 0,59 0,92 5,39 

M3 10,16 49,81 66,69 16,50 2,91 0,51 0,78 0,76 5,03 

N1 8,84 65,53 64,87 23,00 0,52 0,17 0,17 0,26 5,63 

N2 9,27 74,64 64,12 26,67 0,41 0,17 0,13 0,26 5,25 

N3 8,22 69,21 66,77 23,00 0,44 0,29 0,13 0,43 5,37 

O1 9,42 50,51 71,10 14,50 1,22 0,37 0,66 0,52 4,90 

O2 11,15 22,96 71,47 6,50 5,07 0,17 1,04 0,24 5,19 

O3 12,25 19,59 72,09 5,50 5,24 0,14 1,25 0,19 5,00 
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4.1.3  Teor de Gordura: 

Os teores de gordura nas amostras de ricotas avaliadas variaram ainda mais que 

os teores de umidade, observando-se valores da ordem de 5,50 a 26,67% (Tabela 7). 

Considerando-se o conteúdo de matéria gorda no extrato seco, segundo a 

classificação para queijos em geral estabelecida pela Portaria nº 146/96 do MAARA 

(Brasil, 1996), a distribuição das amostras neste trabalho seria a seguinte 8,89% (4/45) 

queijo magro, 42,22% (19/45) queijo semi-gordo; 40,00% (18/30) queijo gordo e 8,89% 

(4/45) - queijo extra gordo, conforme mostra a Figura 1. 

8,89%

42,22%

8,89%

40,00%

queijo magro(10-24,9%)_

queijo semi gordo(25-44,9%)

queijo gordo(45-59,9%)

queijo extragordo(no
min.60%)

 

   
Figura 1. Classificação das amostras de ricota em relação ao teor de gordura (extrato 

seco), segundo a Portaria nº 146/96 do MAARA (Brasil, 1996). 
 

A variabilidade do teor de gordura em ricotas também foi verificado por Souza et 

al. (2000) que do total de 30 amostras, classificaram 16,7% das ricotas como “queijo 

magro”, 23,3% como “queijo semi-gordo” e 60,0% “queijo gordo”. 

Souza et al. (2002) avaliaram 20 amostras de queijo Minas frescal, destas, 35% 

(7/20) e 65%(13/20) foram classificadas como queijo semi-gordo e queijo gordo 

respectivamente. 

Estes dados com tamanha variação podem ser atribuídos, principalmente, à 

porcentagem de leite adicionado ao soro, visando melhorar o rendimento, o sabor e a 

textura da ricota além, da ausência de padronização do teor de gordura no leite. 
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A disposição à venda de produtos como a ricota, apresentando uma variação tão 

elevada na sua composição é preocupante, pois a ricota normalmente é apresentada e 

associada a produtos de baixo teor de gordura, sendo mais utilizada por pessoas com 

restrição alimentar (dietas hipocalóricas, doenças cardiovasculares, colesterol e 

triglicérides elevados). 

4.1.4  Teor de proteínas 

Um dos principais componentes da ricota, são as proteínas cujos resultados 

revelam uma grande variação (8,84 a 16,35 %). Esta variação está provavelmente, 

associada à porcentagem de leite adicionado ao soro. Segundo Guinnee et al. (1993) o 

teor de proteína da ricota variaria de 11,5 a 12%. 

4.1.5  Teor de sal 

Houve grande variação no valor de sal (0,14 a 1,27 %). A literatura indica valores 

de 0,2% à ausência de sal neste tipo de queijo (FOX, 2000; 

KOSIKOWSKI,MISTRY,1999).  

Os valores de sal acima do esperado, provavelmente, seja devido, em alguns 

casos, à presença de outros tipos de sais, além do cloreto de sódio, como o cloreto de 

cálcio que é utilizado como agente de firmeza por algumas empresas produtoras 

 

        4.1.6 .Teor de cinzas: 

Cinza de um alimento é o resíduo inorgânico que permanece após a queima da 

matéria orgânica, que é transformada em CO2, H2O, NO2. A cinza é constituída 

principalmente de grandes quantidades de K, Na, Ca e Mg; pequenas quantidades de 

Al, Fe, Cu, Mn e Zn; traços de Ar,I e F e outros, dependendo da natureza do alimento. 

Os produtos lácteos são ricos em, Ca e P. O conteúdo de cinzas totais nos produtos 

lácteos varia de 0,7% a 6,0% (CHECCHI, 2003). Sua determinação é necessária, para 

o cálculo do teor de carboidratos, por diferença. O teor de cinza das amostras de ricotas 

avaliadas variou de 0,41 a 5,24 %. 
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4.1.7  Acidez titulável e pH:  

A acidez  titulável apresentou grande variação. O maior teor de acidez titulável 

(1,25%) foi o da amostra O3, com pH 5,00,  o menor teor de acidez foi o da amostra N2 

e N3 com  teor de acidez de 0,13% e pH 5,25 e 5,37, respectivamente. O pH e o teor de 

acidez titulável via de regra se correlacionam, de forma inversa, fato este que não foi 

observado na comparação entre os dados das 45 amostras (R < 0,5). Há amostras com 

acidez alta e pH não tão baixo, fato este talvez justificado para algumas amostras, pela 

adição de cloreto de cálcio, que pode ter aumentado a acidez aparente e por efeito 

tampão não ter alterado significativamente o pH. 

Carvalho (2003) analisando queijos Minas frescal, observou valores de pH 

variando de 4,93 a 6,45 para queijos produzidos por acidificação direta, pH de 5,07 a 

6,33 para  queijos produzido por adição de cultura lática e, para queijos produzidos por 

ultrafiltração, variação de 6,35 a 6,70. 

 

4.1.8 Conformidade de algumas informações nutricionais declaradas 

na rotulagem com a legislação. 

A conformidade da informação nutricional declarada nos rótulos das quinze 

marcas de ricotas com o estabelecido pela Resolução da Diretoria Colegiada RDC nº 

360/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003a) foi avaliada bem como a variação entre os 

valores declarados e aqueles obtidos por análises laboratoriais. 

Segundo a Resolução RDC nº 360/2003, a informação nutricional contida no 

rótulo deve conter, obrigatoriamente o valor energético total e a quantidade de: 

carboidratos, proteínas, gordura total, gordura saturada , gordura trans, fibra alimentar e 

sódio. Além dos itens obrigatórios, outros nutrientes podem ser declarados 

opcionalmente, tais como vitaminas e sais minerais, desde que estejam presentes em 

pelo menos 5% da Ingestão Diária Recomendada (IDR), por porção do alimento 

indicada no rótulo.  

A Resolução RDC nº 360/2003 orienta também como deve ser realizado o 

cálculo para obtenção do valor calórico de carboidratos e de proteínas. De acordo com 
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esta resolução, a informação nutricional do rótulo de um alimento deve apresentar o 

conteúdo dos seus componentes e a declaração da porcentagem do Valor Diário (% 

VD) baseados em uma ingestão diária pré-definida para cada nutriente e considerando 

uma dieta de 2000 kcal. Apena 1  marca se adequou( marca B)  As demais, mantendo 

o valor de referência de 2500 Kcal estabelecida pela RDC nº 40 (Brasil, 2001), 

revogada pela RDC nº 360/2003 (BRASIL, 2003a). As empresas têm o prazo até 31 de 

julho de 2006 para se adequarem à RDC n º 360/2003. 

Um importante ponto que não é abordado claramente na Resolução RDC nº 

360/2003 é a obtenção dos dados analíticos. Não há menção se os dados podem ser 

obtidos por meio de valores médios de dados de análise do produto ou por tabelas e 

bancos de dados de composição de alimentos nacionais ou internacionais, conforme 

orientava o regulamento anterior, a RDC nº 40/2001 (BRASIL, 2001b). 

Tendo como referência a RDC nº 360/2003 em vigor, que permite uma variação 

de nutrientes com limite de tolerância de ± 20%, foram analisados o teor de gordura, 

proteína e valor energético total (Tabela 8). As análises de gordura mostraram que 

66,67% (10/15) dos valores rotulados estavam em desacordo com a legislação, sendo 

20% (3/15) com valores acima do limite superior e 46,67% (7/15) abaixo da faixa de 

tolerância permitida. 

Para os teores de proteína, 60% (9/15) estavam fora da variação de ± 20% , 

sendo que 53,3% (8/15) apresentavam valores abaixo do limite inferior e 6,70% (1/15) 

apresentaram valores acima do limite superior. 

Em relação ao valor energético total, 60% (9/15) das amostras estavam fora da  

faixa de variação permitida, sendo 20% (3/15) acima do limite superior e 40% (6/15) 

abaixo do limite inferior. 

Os resultados revelam o não cumprimento da legislação relativa à informação 

nutricional bem como o conseqüente prejuízo do consumidor que adquire, em geral, 

produtos cujos rótulos apresentam informações com variação superior ou inferior a 20% 

ao valor declarado, e a necessidade de uma maior fiscalização por parte dos órgãos 

governamentais. 
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Tabela 8. Distribuição das marcas em função das diferenças entre valores experimentais 
e declarados nos rótulos de ricotas 

Informação 

nutricional 

Amostras dentro da 

variação permitida 
a 

(± 20%) 

Amostras com 

valores abaixo do 

limite inferior 

Amostras com 

valores acima do 

limite superior 

Proteína 6 8 1 

Gordura 5 7 3 

Valor Energético 

Total 

6 6 3 

a: a variação permitida de ± 20% é estabelecida na Resolução RDC nº 360/2003. 
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4.2 Avaliação da Qualidade Microbiológica de Ricotas  

4.2.1 Conformidade com os Padrões Legais 

As amostras de ricota comerciais foram submetidas às análises microbiológicas 

segundo os padrões estabelecidos pela Resolução RDC 12/2001 da ANVISA (BRASIL, 

2001), complementados pela avaliação de B. cereus, bolores e leveduras. 

A partir dos resultados experimentais apresentados no item 4.1.2, deste trabalho, 

onde a totalidade das amostras de ricota foi classificada como “queijo de muita alta 

umidade ( 55%)”, foram utilizados os critérios microbiológicos descritos no Tabela 9. 

 

Tabela 9. Padrões microbiológicos para queijo de muita alta umidade 
 

Parâmetros Critérios 

Coliformes a 45ºC 5 x 102 UFC ou NMP/g 

Estafilococos coagulase positiva / g 5 x 102 UFC ou NMP/g 

Salmonella sp  Ausência  em 25g 

Listeria monocytogenes Ausência  em 25g 

Fonte: Resolução RDC 12/2001 (Brasil, 2001) 
 

Os resultados das análises microbiológicas das ricotas, segundo os padrões 

estabelecidos pela RDC 12/2001 são apresentados na Tabela 10, onde são destacadas 

as amostras nas quais foram obtidos valores em desacordo com o padrão estabelecido.  

Do total de 45 amostras avaliadas, conforme mostra a Figura 2, 46,7% (21/45) 

apresentaram-se em desacordo com o padrão regulamentar vigente e em todas os 

limites máximos permitidos para coliformes termotolerantes foram superados. Apenas 

2,2% (1/45) das amostras apresentaram contagens de estafilococos coagulase positiva 

acima do limite e em 6,7% (3/45) foi observada a presença de Listeria monocytogenes. 

No entanto, em nenhuma amostra foi detectada a presença de Salmonella. 
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Em relação às empresas processadoras, 60,0% (9/15) apresentaram produtos 

em desacordo. Dentre elas, apenas uma empresa se caracterizou por apresentar uma 

amostra fora do padrão para estafilococos coagulase positiva e duas outras empresas 

por apresentarem amostras com presença de Listeria monocytogenes.  

 

 

46,67%

6,70%
2,20%

0%

0,00%
5,00%

10,00%
15,00%
20,00%
25,00%
30,00%
35,00%
40,00%
45,00%
50,00%

1

coliformes

L. mono

Esta.coag pos

Salmonella

 
 
Figura 2. Porcentagem de amostras em desacordo com os limites estabelecidos 

pela Resolução RDC 12/2001.  
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Tabela 10. Avaliação microbiológica de ricotas comerciais de acordo com os padrões 
da Resolução RDC nº 12/2001. 

Amostra 

Estafilococos 
coagulase 

positiva 
(UFC/g) 

Coliformes 
termotolerantes 

(NMP/g) 

Listeria 
monocytogenes 

em 25 g 

Salmonella 
em 25 g 

A1 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
A2 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
A3 2,8 x 102 < 3 Ausência Ausência 
B1 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
B2 < 10 2 4,3 Ausência Ausência 
B3 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
C1 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
C2 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
C3 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
D1 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
D2 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
D3 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
E1 < 10 2 4,6 x 103 Ausência Ausência 
E2 < 10 2 2,4 x 104 Ausência Ausência 
E3 < 10 2 2,4 x 104 Ausência Ausência 
F1 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
F2 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
F3 < 10 2 4 Ausência Ausência 
G1 < 10 2 2,4 x 104 Ausência Ausência 
G2 < 10 2 2,4 x 103 Ausência Ausência 
G3 < 10 2 43 Ausência Ausência 
H1 < 10 2 2,4 x 104 Ausência Ausência 
H2 < 10 2 4,6 x 104 Ausência Ausência 
H3 < 10 2 2,4 x 103 Presença Ausência 
I1 < 10 2 2,4 x 104 Ausência Ausência 
I2 < 10 2 2,4 x 104 Ausência Ausência 
I3 < 10 2 4,6 x 103 Ausência Ausência 
J1 < 10 2 2,4 x 104 Ausência Ausência 
J2 < 10 2 2,4 x 102 Ausência Ausência 
J3 < 10 2 4,6 x 102 Ausência Ausência 
K1 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
K2 < 10 2 1,1 x 104 Ausência Ausência 
K3 < 10 2 4,6 x 104 Ausência Ausência 
L1 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
L2 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
L3 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
M1 < 10 2 2,4 x 104 Ausência Ausência 
M2 < 10 2 1,1 x 103 Ausência Ausência 
M3 < 10 2 2,4 x 103 Ausência Ausência 
N1 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
N2 4,7 x 103 4,6 x 103 Ausência Ausência 
N3 < 10 2 < 3 Ausência Ausência 
O1 < 10 2 2,4 x 104 Presença Ausência 
O2 < 10 2 2,4 x 103 Ausência Ausência 
O3 < 10 2 4,6 x 103 Presença Ausência 
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4.2.1.1 Coliformes termotolerantes 

 

A presença e o elevado nível de coliformes termotolerantes têm sido relatados 

em outros trabalhos científicos (ALMEIDA FILHO; NADER FILHO, 2002; CARVALHO, 

2003; LOUGUERCIO; ALEIXO, 2001; MENÉNDEZ et al., 2001) envolvendo a produção 

de queijos a partir de leite cru ou que utilizam tratamentos térmicos mais brandos. 

Embora a utilização de leite pasteurizado e a temperatura mais elevada na 

coagulação da massa (~90ºC) utilizada no processamento de ricota criasse a 

expectativa de produtos com menor grau de contaminação, neste trabalho observou-se 

uma elevada incidência de coliformes termotolerantes nas amostras, aonde 46,7% 

(21/45) estavam acima do limite tolerado (5x102 NMP/g). 

Os resultados aqui obtidos atestam a qualidade insatisfatória das ricotas 

comercializadas, fato este, já evidenciado anteriormente por Raimundo (2004) que 

detectou 83,3% de ricotas fora do padrão para coliformes termotolerantes e também por 

Tebaldi et al. (2005) onde todas as três marcas de ricota se apresentavam fora do 

padrão legal. Isso evidencia a deficiência nas condições higiênico-sanitárias dos 

estabelecimentos nacionais envolvidos na produção de ricotas e a necessidade de uma 

atenção maior com as operações e condições pós-processamento térmico. 

4.2.1.1  Estafilococos coagulase positiva  

A presença de estafilococos coagulase positiva nas amostras de ricotas foi 

relativamente baixa (4,4%; 2/45) e apenas uma delas (1/45) fora do padrão legal, com 

contagem  de 4,7 X  103 UFC/g. 

Normano et al. (2005) analisaram 194 amostras de ricotas e destas 24,2 % 

(47/194) estavam contaminadas com estafilococos coagulase positiva, sendo 6 

identificada como S. aureus  e  5 destas (83,3%; 5/6)  foram produtoras das 

enterotoxinas SEA e SED. Segundo o autor a contaminação se devia às condições  

pós-processamento. 
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4.2.1.3  Salmonella 

Nas amostras analisadas, apesar dos elevados índices de coliformes 

termotolerantes, verificou-se ausência de Salmonella em 100% (45/45) das amostras. 

Estes resultados corroboram com os obtidos por Raimundo (2004) e Cossendu 

et al. (1997), que não detectaram a presença de Salmonella spp nas ricotas analisadas.  

Tebaldi et al. (2005) detectaram Salmonella sp em uma das três marcas de ricota 

analisadas, sendo que esta também estava fora do padrão microbiológico para 

coliformes termotolerantes. 

 Para sete amostras que apresentaram colônias suspeitas, com reação positiva 

nos testes bioquímicos preliminares em TSI e LIA, foi realizada identificação das 

colônias isoladas, através do Kit de identificação rápida API-20E (Biomerieux®) sendo 

identificado outros gêneros da família Enterobacteriaceae como Citrobacter, Serratia 

marcenses e Escherichia coli. 

Alguns fatores como a possível competição entre as diversas espécies 

microbianas presente e o estresse gerado durante o processamento e estocagem do 

produto podem justificar, em parte, o baixo potencial deste alimento para o crescimento 

de Salmonella sp. (ROITMAM apud BARROS et al., 2004). 

 4.2.1.4  Listeria monocytogenes 

Das 45 amostras de ricotas analisadas, 20% (9/45) foram positivas para Listeria 

sp., compreendendo 6 estabelecimentos diferentes. 

Foram isoladas 118 cepas típicas de Listeria sp. referentes a 9 amostras e dentre 

as espécies identificadas encontraram-se: L. monocytogenes em 6,7% das amostras 

(3/45), L. grayi 2,2% (1/45), L. innocua 13,3% (6/45) , L. seeligeri 2,2%(1/45) e L. 

welshimeri 6,7% (3/45) conforme mostra na Tabela 11. 

A presença de L. monocytogenes em 6,7% das amostras é um fato preocupante, 

já que este produto é consumido muitas vezes sem qualquer tipo de tratamento térmico, 

em sanduíches naturais e patês, podendo causar surtos como aqueles descritos por 

Makino et al. (2005), Linnan et al.(1988) e Gaulin et al. (2003) envolvendo o consumo 

de produtos lácteos. 
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Tabela 11- Espécies de Listeria isoladas de ricotas e sua distribuição entre as 

amostras analisadas. 
Espécie isolada Amostras positivas % de isolados* 

L. innocua 
 

F2, H1, H2, H3, K2 e N1 
13,3% 

92/118 
(78,0%) 

L. monocytogenes 
 

H3, O1 e O3 
6,7% 

13/118 
(11,0%) 

L. welshimeri 
 

F2, H2 e O1 
(6,7%) 

6/118 
(5,1%) 

L. grayi 
 

O1 
(2,2%) 

2/118 
(1,7%) 

L. seeligeri 
 

B2 
(2,2%) 

5/118 
(4,2%) 

• nº de isolados / nº total de isolados de Listeria 

 

A presença de outras espécies de Listeria, como L. grayi, L. welshimeri, 

L.seeligeri e L. innocua, também é preocupante pois revela que há condições potenciais 

de instalação e desenvolvimento de L. monocytogenes nestes produtos. 

Segundo Tompikin (2002) há a necessidade de uma resposta à presença de 

qualquer espécie de Listeria com o mesmo rigor dispensado à L. monocytogenes 

através de procedimentos efetivos de higienização para garantir o controle eficaz 

desses microrganismos. A contaminação por listeria parece estar relacionada à 

contaminação ambiental na indústria pela não aplicação de um programa efetivo de 

boas práticas de manufatura. 

Kabuki (2004) rastreou Listeria em plantas de produção de queijos frescos, 

detectando elevada contaminação por L. monocytogenes  em pisos e drenos, com 30% 

e 20,6% , respectivamente, de amostras positivas.  

Rocha (2004) analisou 120 amostras de superfícies de ambientes e 

equipamentos de laticínio produtor de queijo Minas frescal, e verificou que 17,5% delas 

apresentaram resultados positivos para Listeria. As seguintes espécies foram 

encontradas: L. grayi (drenos); L. welshimeri (piso e bomba de transporte de soro); L 

.innocua (piso e mesa da sala de coagulação e piso da câmara fria) e L. seeligeri 

(dreno, piso, tanque de coagulação e  piso da câmara fria). 
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4.2.2  Avaliação microbiológica complementar 

Além dos parâmetros microbiológicos definidos pela Resolução RDC nº12/2001, 

no presente trabalho pesquisou-se também outros microrganismos que pudessem 

servir como parâmetro de avaliação das condições higiênicas no processamento de 

ricota, como os bolores, leveduras e Bacillus cereus. Os resultados estão apresentados 

na Tabela 12. 

4.2.2.1 Bolores e leveduras 

Os resultados da contagem de bolores e leveduras, conforme mostra a Tabela 

12, revelam além da elevada ocorrência - 47,5%(19/40) das amostras contaminadas por 

bolores e 97,5% (39/40) por leveduras – o elevado grau de contaminação- (97,5%)  das 

amostras com contagens acima de 2,3 x 103 UFC/g (Figura 3 e Figura 4)  

Embora a presença de leveduras possa representar uma contribuição positiva no 

desenvolvimento do sabor durante a maturação de alguns queijos, em outros, pode 

atuar negativamente ao favorecer a deterioração, causar produção excessiva de gás, 

aumentar a acidez, promover mudanças na textura e sabor amargo e de ranço. 
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Tabela 12 Resultados obtidos nas determinações microbiológicas complementares à 
Resolução RDC nº12/2001. 

Contagem  (UFC/g) 

Amostra 
Bolores Leveduras B .cereus 

Estafilococos 
coagulase 
negativa 

A1 - - < 10 2 < 10 2 
A2 3,0 x 10 2 2,2 x 10 5 < 10 2 < 10 2 
A3 < 10 2 3,8 x 106 1,2  x 104 < 10 2 
B1 - - < 10 2 6,3 x 10 3 
B2 4,0 x 10 2 3,0 x 10 5 2,0 x 10 2 < 10 2 
B3 < 10 2 3,7 x 10 5 3,0 x 10 2 < 10 2 
C1 - - 5,3 x 10 5 (1,3 x106)a 2,2 x 10 5 
C2 4,0 x 10 5 1,4 x 10 6 2,4 x 10 6 2,5 x 106 
C3 < 10 2 4,1 x 10 5 1,3 x10 5 5,3 x 10 6 
D1 - - < 10 2 < 10 2 
D2 < 10 2 7,5 x 10 3 < 10 2 < 10 2 
D3 < 10 2 < 10 2 1,0 x 10 2 < 10 2 
E1 - - 3,4 x 10 6 6,3 x 104 
E2 6,6 x 10 5 5,5 x 10 6 1,0 x 10 2 1,9 x 10 6 
E3 3,0 x 10 5 1,5 x 10 7 < 10 2 1,3 x 10 6 
F1 1,6 x 10 4 1,8 x 10 5 6,4 x 10 5 2,2 x 10 3 
F2 < 10 2 1,6 x 10 7 < 10 2 6,2 x 10 4 
F3 < 10 2 3,6 x 10 6 1,0 x 10 2 1,3 x 10 4 
G1 4,6 x 10 5 1,9 x 10 5 < 10 2 < 10 2 
G2 < 10 2 3,0 x 10 5 6,7 x 10 4 4 x 10 4 
G3 2,5 x 10 5 3,6 x 10 6 < 10 2 < 10 2 
H1 5,1 x 10 6 8,1 x 10 6 6,0 x 10 2 7,8 x 10 5 

H2 2,0 x 10 4 1,5 x 10 6 < 10 2 < 10 2 
H3 1,0 x 10 4 7,3 x 10 6 < 10 2 1,4 x 10 6 
I1 6,0 x 10 4 8,0 x 10 6 4,0 x 10 5 8,4 x 104 
I2 2,6 10 4 1,4 x 10 6 4,9 x10 4 < 10 2 
I3 < 10 2 4,3 x 10 5 1,5 x 10 4 2,6 x 10 6 
J1 4,0 x 10 4 3,5 x 10 6 4,3 x 10 5 2,6 x 10 4 
J2 2,0 x 10 2 1,3 x 10 7 < 10 2 8,8 x 10 4 
J3 < 10 2 1,5 x10 6 < 10 2 < 10 2 
K1 5,1 x 10 6 2,4 x10 7 < 10 2 < 10 2 
K2 < 10 2 1,8 x 10 6 < 10 2 8,1 x 10 5 
K3 1,7 x 10 5 9,0 x 10 7 < 10 2 < 10 2 
L1 1,0 x 10 2 1,0 x 10 7 < 10 2 < 10 2 
L2 < 10 2 2,3 x 10 3 < 10 2 < 10 2 
L3 < 10 2 7,5 x 10 6 < 10 2 4,7 x 10 3 
M1 5,3 x 10 3 2,8 x 10 4 8,4 x 10 5 1,9 x 10 5 
M2 < 10 2 7,0 x 10 7 1,2 x 10 3 3,0 x 10 5 
M3 < 10 2 3,0 x 10 4 < 10 2 6,6 x 10 3 
N1 < 10 2 2,8 x 10 3 1,0 x10 2 < 10 2 
N2 < 10 2 4,0 x 104 < 10 2 < 10 2 
N3 < 10 2 3,1 x 10 6 2,7 x 10 3 1,6 x 10 5 
O1 < 10 2 3,6 x 10 4 < 10 2 < 10 2 
O2 < 10 2 3,7 x 10 4 1,4 x 10 4 < 10 2 
O3 < 10 2 6,7 x 10 3 1,0 x 10 2 < 10 2 

a : entre parênteses, resultado da determinação de B. cereus psicrotrófico. 
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Figura 3 – Distribuição da contagem de bolores em 40 amostras de ricotas 
 
. 

 
 
Figura 4 – Distribuição da contagem de leveduras em 40 amostras de ricotas. 
 
 
 
 

 

No caso específico da ricota, altas contagens destes microrganismos são 

críticas para a estabilidade e vida de prateleira, e indicam  falta de higiene na 

fabricação.  
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Raimundo (2004) constatou que 100% (6/6) das amostras de ricotas analisadas 

continham fungos filamentosos e leveduras, tanto na data de fabricação como no 

término da vida útil do produto, com contagens variando de 9,0 x 102 UFC/ g a 5,4 x 108  

UFC/g. 

4.2.2.2 Bacillus cereus 

A contagem de B. cereus em amostras de ricotas pode ser observado na Tabela 

12. Do total de amostras analisadas, 51,1% (23/45) delas apresentaram-se positivas 

para o microrganismo, correspondendo a 13 diferentes marcas.  

Foram isoladas 134 colônias típicas de Bacillus cereus englobando tanto as 

mesófilas quanto as psicrotróficas. Após os testes, conforme descrito por Bennet e 

Belay (2001), para a confirmação de inclusão no grupo de B. cereus, 79,1% (106/134) 

das colônias foram confirmadas como sendo de B. cereus; totalizando 51,1% (23/45) de 

amostras positivas para B. cereus mesófilo, representando 13 marcas diferentes e 1 

amostra (2,2%) positiva para B.cereus psicrotrófico.  

Conforme pode ser visualizado na Figura 5 as contagens variaram de 102 a 106 

UFC/g, sendo que 28,9% (13/45) encontraram-se entre 104 à 106 UFC/g, fato este 

preocupante, pois os alimentos associados aos surtos diarréicos por B. cereus 

normalmente são ricos em proteínas, como produtos lácteos, com contagens entre 105 

e 107 células ou esporos /g ou ml .  

Cosseddu (1997), analisou 32 amostras de ricotas na Itália, detectando B. cereus 

em 6,25% (2/32) das amostras. 

A presença de B. cereus em ricotas pode ocorrer devido a diversos fatores, como 

elevada resistência térmica dos esporos ao calor, estocagem do alimento em 

temperatura inadequada, e contaminação do leite utilizado na fabricação e do ambiente 

onde o queijo é processado. 
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Figura 5: Faixas de contagens de B. cereus nas 45 amostras analisadas 

 

Rocha (2004) encontrou B. cereus em superfícies de ambientes (plataforma de 

recepção, sala de tanques, câmaras frias), equipamentos (bombas de transporte de 

soro) e utensílios (liras de inox, formas de queijo, bandejas, caixas de expedição) em 

indústria processadora de queijo Minas frescal e enfatizou a importância da 

higienização da bomba de transporte de soro que serviria justamente à fabricação de 

ricota.  

Lin et al. (1998) pesquisou B.cereus em leite pasteurizado e no ambiente do 

laticínio e, concluiu que embora o ambiente fosse uma fonte potencial de contaminação, 

a principal causa da presença de B. cereus no produto final era devido a contaminação 

inicial do leite cru. 

Apesar da literatura apresentar poucas pesquisas envolvendo B. cereus com 

característica psicrotrófica, acreditamos que deveria existir uma preocupação maior por 

parte da indústria de alimentos, principalmente em relação aos pratos prontos para 

consumo e outros produtos que são estocados à temperatura de refrigeração. 

Em nosso trabalho, apenas uma cepa de B. cereus foi capaz de crescer a 

temperatura de 7ºC, atigindo uma contagem elevada (1,3x106 UFC/g). 



 

 57

Dufrenne et al. (1994) pesquisando 31 cepas de B. cereus isolados de várias 

fontes como leite, arroz, produtos derivados de ovos e batatas, constataram que 17% 

eram capazes de crescer à temperatura 7ºC e produzir enterotoxinas. 

Dufrenne et al. (1995) isolaram doze cepas de B.cereus, diferentes produtos 

como leite, envolvidos em surtos alimentares, e capazes de crescer a 7 ºC. O tempo de 

geração a 7º C, variou de 9,4 a 75,2 h em leite e caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth), 

demonstrando o potencial desses microrganismos psicrotróficos crescerem 

rapidamente à temperatura de refrigeração. Estas mesmas cepas foram 100% positivas 

para produção de enterotoxinas diarréica em caldo BHI. 

Van Netten et al. (1990) pesquisaram cepas relacionadas a surtos devido a B. 

cereus na Espanha e Holanda e verificaram que as mesmas produziam enterotoxinas 

em 24 dias quando incubadas a 4 ºC, 12 dias a 7 ºC e 48 h a 17 ºC. 

 A completa eliminação de B. cereus de ambientes onde se processam produtos 

lácteos é muito difícil, pois esta bactéria, tanto na forma vegetativa quanto esporulada, 

encontra-se amplamente disseminada no ambiente. Além disso, os esporos são 

hidrofóbicos, com capacidade de adesão às superfícies que contatam o alimento; há a 

formação de biofilmes de difícil remoção e também pasteurização do leite (o qual é uma 

das fontes de contaminação da ricota) é insuficiente para destruição dos esporos que 

ali permanecem (PENG et al., 2002; LIN et al.,1998; PIIRTTIJÄRVI et al., 1998; 

ANDERSSON et al.,1995). 

A estocagem a baixas temperaturas ( 4ºC), a higienização criteriosa dos 

equipamentos, utensílios e ambiente e o controle da matéria-prima (leite) são 

essenciais para impedir que estes microrganismos alcancem níveis suficientes (dose 

infectiva) para causar doenças . Portanto a qualidade microbiológica deste produto, 

está diretamente relacionada às Boas Práticas de Fabricação, desde a obtenção da 

matéria prima, passando pelas diversas etapas de processamento e distribuição.  

Na legislação brasileira (RDC 12/2001), a definição de B. cereus como critério 

microbiológico é restrito à algumas classes de alimentos principalmente a base de 

cereais e derivados com limites variando de 5x102  a 5x103 UFC/g. Assim, em função 
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dos resultados e da discussão apresentados neste trabalho fica a sugestão para que B. 

cereus seja definido como critério microbiológico para leites pasteurizados e derivados. 

4.2.2.3  Estafilococos coagulase negativa 

Apesar da incidência de estafilococos coagulase positiva ter sido relativamente 

baixa, uma análise complementar revela um fato preocupante, que foi a constatação de 

um elevado índice de amostras (51,1%; 23/45) com a presença de estafilococos 

coagulase negativa (Tabela 12). A importância deste dado está relacionada à 

capacidade potencial destas cepas em produzir toxinas, as quais já foram 

correlacionadas a surtos de intoxicação alimentar (PEREIRA, PEREIRA, 2005).  

Segundo Rozand et al. (1996), onze de 187 cepas de estafilococos coagulase 

negativa isoladas de queijos, soro e leite de cabra eram enterotoxigênicas. Chou e 

Chen (1997) observaram que S. warnei CCR 12929, uma cepa coagulase negativa, 

apresentou capacidade de produção das toxinas SEA e SED. 

 

4.2.2.4 Relação entre prazo de validade, condições de estocagem e 

qualidade microbiológica 

O panorama global da qualidade microbiológica das amostras de ricotas em 

nosso trabalho, mostrando o quadro preocupante em que os produtos são 

apresentados ao consumidor nos conduz a uma reflexão sobre as informações 

obrigatórias dos rótulos, em particular àquelas relativas aos prazos de validade e 

condições de estocagem dos produtos. 

Neste trabalho, as análises microbiológicas foram realizadas após 9 a 15 dias da 

data de fabricação conforme descrição aposta nos rótulos dos produtos. Nestas 

condições, os resultados apresentados na Tabela 10 revelaram porcentagem muito 

elevada de amostras (46,7%) em desacordo, com a Resolução RDC 12/2001 (BRASIL, 

2001a) que trata dos padrões microbiológicos. 

Esse quadro é preocupante tendo em vista que nos rótulos das amostras de 

ricotas avaliadas, os prazos de validade variavam de 17 a 60 dias e a temperatura de 

estocagem recomendada situava-se entre 8 a 10 ºC (Tabela 13); também foi observado 
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a falta de uniformidade nos prazos de validade entre amostras de uma mesma marca 

(amostras B, C, E, G, I, K). Estes parâmetros são determinados pelas próprias 

indústrias produtoras e em alguns casos definidos por critérios próprios, como tempo 

necessário de transporte a outras localidades, que não refletem critérios técnicos de 

qualidade e segurança dos alimentos. 

Os prazos de validade fixados pelos produtores em geral estão acima da 

durabilidade média relatada, assim como a temperatura de estocagem. Carminatti et al. 

(2002), utilizaram onze amostras provenientes de três indústrias diferentes e avaliaram 

a vida de prateleira das ricotas a 4 ºC, 8ºC e 12 ºC, estas duas últimas consideradas 

como temperatura de abuso. As análises microbiológicas (coliformes, micrococos, 

enterococos, leveduras, bactérias psicrotróficas e Listeria), mostraram que a ricota é 

altamente perecível à temperatura acima de 4 ºC e apenas ricota com alta qualidade 

microbiológica pôde suportar 7 dias a 4 ºC; quanto as amostras estocadas a 8 e 12 ºC, 

a vida de prateleira foi reduzida a 2 dias. Modler e Emmons (2001) preconizaram uma 

vida de prateleira para ricota de duas a quatro semanas, pela sua alta perecibilidade. 
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Tabela 13  Prazo de validade e temperatura de 

estocagem descritos nos rótulos das amostras de ricotas. 

Amostra IFAa Prazo de 
validade 

Temperatura 
recomendada 

A1 15 45 Até 10º C 
A2 14 45 Até 10º C 
A3 14 45 Até 10 ºC 
B1 9 20 Até 8º C 
B2 8 20 Até 8º C 
B3 8 30 Até 8º C 
C1 9 19 Até 8º C 
C2 9 19 Até 8º C 
C3 14 25 Até 8º C 
D1 11 29 Até 10º C 
D2 14 29 Até 10º C 
D3 9 29 Até 10º C 
E1 11 18 Até 8 ºC 
E2 15 20 Até 8º C 
E3 14 21 Até 8º C 
F1 12 45 Até 8º C 
F2 11 49 Até 8º C 
F3 13 45 Até 8º C 
G1 14 60 Até 8º C 
G2 8 30 Até 8º C 
G3 15 61 Até 8º C 
H1 10 30 Até 8º C 

H2 14 30 Até 8º C 
H3 15 30 Até 8º C 
I1 12 28 Até 10º C 
I2 13 30 Até 10º C 
I3 7 31 Até 10º C 
J1 11 20 Até 8º C 
J2 9 20 Até 8º C 
J3 15 20 Até 8º C 
K1 12 18 Até 8º C 
K2 9 19 Até 8º C 
K3 15 23 Até 8º C 
L1 12 17 Até 8º C 
L2 12 17 Até 8º C 
L3 14 17 Até 8º C 
M1 10 60 Até 10º C 
M2 14 60 Até 10º C 
M3 13 60 Até 10º C 
N1 10 46 Até 8º C 
N2 14 46 Até 8º C 
N3 12 46 Até 8º C 
O1 11 30 Até 8º C 
O2 11 30 Até 8º C 
O3 10 29 Até 8º C 

a Intervalo de tempo (dias) entre a fabricação e a análise das amostras. 
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 4.3 AVALIAÇÃO DE FATORES DE RISCOS ASSOCIADOS ÀS 

AMOSTRAS DE RICOTAS COMERCIAIS 

4.3.1 Enterotoxina estafilocócica pré-formada nas ricotas 

comercias  

Foram analisadas 45 amostras de ricotas comerciais, quanto à presença de 

enterotoxinas estafilocócicas pré-formadas e em 100% (45/45) os resultados dos testes 

foram negativos. As contagens de estafilococos variaram de 102 a 106 UFC/g (Tabela 

10 e Tabela 12), sendo assim com o decorrer da vida de prateleira dos produtos, uma 

população na ordem de 106 ou mais UFC de estafilococos enterotoxigênico por grama 

de alimento poderia ser atingida e, portanto chegar a produzir toxinas em níveis 

detectáveis e suficiente para causar intoxicação (BENNETT; LANCETTE, 2001). 

A temperatura de refrigeração é um fator limitante para a produção destas 

toxinas, com maior produção a 37°C (OLIVEIRA, 1999). Este fato reforça a importância 

da conservação a temperaturas abaixo de 4 ºC e o perigo da utilização deste produto 

na preparação de pratos que podem permanecer expostos durante longos períodos à 

temperatura ambiente, tais como patês. 

 

4.3.2 Produção de enterotoxinas por isolados de estafilococos 

coagulase positiva e negativa 

Em uma primeira etapa, foram selecionados 147 isolados presuntivos de 

estafilococos, de 34 amostras que foram submetidas ao teste de crescimento em ágar 

Furazolidona para diferenciação entre cepas de estafilococos e de micrococos, já que 

as demais provas, como coloração de gram, teste de catalase e coagulase, não eram 

conclusivas na diferenciação das mesmas. 

Do total de isolados, 62,6% (92/147), representando 30 amostras, foram 

classificados como micrococos e 37,4% ,(55/147), como estafilococos, representando 

21 amostras. Estes resultados demonstram a importância da diferenciação entre estes 

dois gêneros muito similares, e que poderia resultar em uma falsa identificação e 

contagem. 
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Num segundo momento, os 55 isolados de estafilococos coagulase positiva e 

negativa foram testados quanto à produção de enterotoxinas, e destes, 23,64% (13/55), 

representando 11 amostras foram positivos ao kit ViDAS SET ”Staph enterotoxin” 

(Biomerieux). Dentre os 13 isolados positivos, quatro eram coagulase positiva e 9  

coagulase negativa (Tabela 14). 

Até o momento, na epidemiologia dos surtos de intoxicação estafilocócica, pouca 

importância tem sido dada às espécies coagulase negativa, embora haja dados na 

literatura relatando tanto cepas produtoras de enterotoxinas, quanto surtos de 

intoxicação alimentar, causadas por estafilococos coagulase negativa, que reforça o 

perigo que estes microrganismos representam para a população (PEREIRA, PEREIRA, 

2005). 

Outra observação importante que se pode ressaltar é que quatro isolados 

coagulase positiva e seis isolados coagulase negativa apresentaram resultados 

negativos ao teste de lecitinase, cuja reação é característica dos estafilococos; além 

disso, as colônias não apresentaram dimensões características (2-3 mm). Este dado é 

preocupante, pois a não observação do halo de lecitinase e do tamanho característico 

da colônia, pode conduzir à leitura como pertencente a uma colônia atípica, sendo 

então desconsiderada na contagem ou na seqüência das provas bioquímicas e/ou de 

produção de enterotoxinas. Isto demonstra que a análise de rotina, na determinação de 

estafilococos coagulase positiva é deficiente, podendo ser descartados microrganismos 

potencialmente produtores de enterotoxinas 

Oliveira (1995) constatou que alguns isolados do gênero Staphylococcus 

apresentaram reação negativa ao teste de catalase e foram produtores de 

enterotoxinas. As bactérias do gênero Staphylococcus são catalase positiva. 
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Tabela 14. Características dos estafilococos  produtores de enterotoxinas isolados de 
amostras de ricotas. 

Isolados Amostra Contagem 

(UFC/g) 

Teste de 

Catalase 

Teste de 

Coagulase 

kit  ViDAS 

SET”(vt) a 

1 A3 2,8 X 102 positiva positiva positivo (1.55) 

2 A3 2,8 X 102 positiva positiva positivo (1.55) 

3 A3 2,8 X 102 positiva positiva positivo (1.95) 

4 E2 4,7 x 105 positiva negativa positivo (1.56) 

5 F3 1,24 x 103 positiva negativa positivo (2.00) 

6 H3 2,33 x 105 positiva negativa positivo (2.01) 

7 I1 8,4 x 103 positiva negativa positivo(2.03) 

8 I3 1,07 x 106 positiva negativa positivo(2.07) 

9 J1 2,9 x 104 positiva negativa positivo (2.00) 

10 J2 8,8 x 103 positiva negativa positivo (1.54) 

11 K2 8,1 x 104 positiva negativa positivo (1.99) 

12 K3 1,35 x 103 positiva negativa positivo (2.00) 

13 N2 4,7 x 103 positiva positiva positivo (2.01) 

a : valores do teste (vt) > 0.13, considerado positivo para a presença de enterotoxina 
(VIDAS Staph Enterotoxin ; Biomerieux®) 
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Segundo Bennet (1996), sete colônias de estafilococos, atípicas em ágar BP, 

foram produtoras de enterotoxinas dos tipos A, B e C, e algumas destas, também foram 

coagulase, lisozima e Tnase negativa, o que demonstra que o comportamento 

metabólico destes microrganismos pode variar, mas mesmo assim, continuam com a 

capacidade de produção de enterotoxinas. 

A técnica de isolamento em Baird Parker (BP) nem sempre detecta células 

injuriadas pelo tratamento térmico, freqüentemente utilizado no processamento dos 

alimentos (BERGDOLL,1990 apud SÁNCHEZ et al, 2003). 

A detecção de enterotoxinas pré-formadas nos alimentos e a capacidade dos 

isolados produzirem estas toxinas seria o ideal para prevenir e controlar as intoxicações 

alimentares causadas por estas toxinas. Os  métodos de detecção de enterotoxinas 

estão em constante desenvolvimento, sendo os mais freqüentemente utilizados os de 

imunodifusão, imunoaglutinação, radioimunoensaio e a técnica de ensaio enzimático 

(EIA). Entre os vários métodos utilizados, o método ELISA tem sido largamente 

empregado, em kits rápidos, mas são importados e de valor considerado inacessível 

para os laboratórios de controle de alimentos, assim como as técnicas baseadas na 

manipulação do material genético (DNA e RNA) que também tem sido uma alternativa 

desenvolvida e aprimorada para os estafilococos (SÁNCHEZ et al., 2003; TAMAPURU 

et al., 2001). Entretanto, em geral, o diagnóstico de intoxicação estafilocócica continua 

sendo realizado através da contagem de colônias e identificação bioquímica das cepas 

isoladas dos alimentos suspeitos. 
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4.3.3 Enterotoxinas e perfil toxigênico de Bacillus  cereus isolados 

de amostras comerciais de ricotas 

Foram isoladas 134 colônias presuntivas de B .cereus a partir de amostras de 

ricotas comerciais, sendo estas submetidas a testes de confirmação e identificação, 

onde, 106 colônias foram identificadas como pertencentes a B. cereus. 

  Na avaliação de Bacillus cereus mesófilo, 53,3% das amostras (24/45), 

provenientes de 13 marcas diferentes, apresentaram este microrganismo enquanto que, 

o Bacillus cereus psicrotrófico, apresentou-se em 2,2% das amostras (1/45).  

 Destes isolados, 42 (39 mesófilos e 3 psicrotróficos) foram analisados 

quanto ao potencial enterotoxigênico através do kit Tecra BDE-VIA e da pesquisa de 

genes codificadores de enterotoxinas pela PCR (Tabela 15). 

Os três genes que codificam a hemolisina BL (hblA, hblD e hblC)  foram 

detectados em 26,2% (11/42) dos isolados; 45,22% (19/42) apresentaram um ou dois 

genes  e nenhum dos três genes foram detectados em 28,58% (12/42) dos isolados.  

 Vários estudos publicados ao longo dos anos têm demonstrado que a 

maior parte das cepas de B. cereus são capazes de produzir NHE; embora, apenas 

cerca de 50%  de HBL são detectados (HANSEN, HENDRIKSEN,2001; VELD et 

al.,2001). 

Borge et al. (2001) constataram que duas cepas isoladas de surtos alimentares 

eram HBL negativo.   

 Os três genes que codificam o complexo NHE (nheA, nheB, nheC) foram 

detectados em 80,9% (34/42) dos isolados e 19,1% (8/42) apresentaram um ou dois 

desses genes que codificam o complexo.  

 As três proteínas do complexo NHE são necessárias para a máxima 

atividade citotóxica, embora a combinação de duas delas em elevados níveis, já seja 

suficiente para promover a atividade citotóxica (GRANUM; LUND, 1997). 
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Tabela 15 . Perfil toxigênico de cepas de B. cereus isoladas de ricotas 
Complexo genético 

 HBLa   NHEa  Perfil 

(marcas) 

Nº de 
isolados hblA hblD hblC nheA nheB nheC 

Teste 
ELISAb 

positivo 

Nº 

Perfil I 
(I,M,C,G,O,D) 

10 - + - + + + 6 

Perfil II 
(F,C,A,O,I) 

11 + + + + + + 10 

Perfil III 
(H,B,G,N) 

8 - - - + + + 8 

Perfil IV 
(N,C) 

3 - - - - + + 3 

Perfil V 
(B) 

1 + - - + + + 1 

Perfil VI 
( CE) 

2 - + + + + + 1 

Perfil VII 
(J) 

1 - - - + - + 1 

Perfil VIII 
(G) 

1 - + - - + + 1 

Perfil IX 
( J,M) 

2 - + + - + + 2 

Perfil X 
(M, N) 

2 + + - + + + 2 

Perfil XI 
(N) 

1 + + - - + + 1 

a  + : foi observado produto com peso esperado; -: não foi observado produto do PCR com peso 
esperado.  

b KIT Tecra BDE-VIA. Resultados obtidos conforme instruções do fabricante. 
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A pesquisa para caracterização molecular de 42 cepas de B. cereus, atrav[es da 

técnica PCR, dos complexos NHE e HBL resultou na identificação de 11 perfis 

toxigênicos distintos. Dentre eles os isolados psicrotróficos apresentaram os perfis l e 

Vl. A heterogeneidade das cepas de B. cereus quanto à presença de fatores de 

virulência atesta o dinamismo da sua ecologia e o alto potencial enterotoxigênico dos 

isolados 

 Os ensaios com o kit Tecra BDE-VIA, que detecta a proteína codificada 

pelo gene nheA(45 KDa) do complexo NHE (Lund; Granum, 1996), revelaram que 

85,7% (36/42) dos isolados  de  B.cereus  produzem esta toxina.  Nenhuma das cepas 

psicrotróficas apresentou resultado positivo neste teste, apesar do gene nheA ter sido 

detectado nestes isolados pela PCR. O mesmo ocorreu com 3 outros isolados 

mesófilos.  O kit BDE detecta a presença de enterotoxinas em concentrações de até 

1ng por ml, segundo o fabricante, e pode não ter sido sensível o suficiente para 

detectar a quantidade de proteína (nheA) nas cepas psicrotróficas. 

Em contrapartida, o gene nheA   não foi  detectado em 7  dos 36 isolados 

positivos para o teste Tecra BDE-VIA (Tabela 15). Este teste, detecta, além da proteína 

45 kDa, o componente protéico 105 kDa do complexo NHE, embora com sensibilidade 

dez vezes menor (LUND; GRANUM, 1996). O gene nheC, que codifica esse 

componente, foi detectado nesses isolados que se apresentaram positivos. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Soares (2004), que dos 61,4% 

dos isolados de B. cereus produtores de enterotoxinas segundo teste positivo pelo kit 

Tecra BDE-VIA, em oito deles não foi isolado o gene nheA.  

Guinebretière et al. (2002) avaliaram o perfil toxigênico de 51 cepas de B. cereus 

(isoladas de casos de toxinfecções alimentares), das quais onze isolados também 

foram negativos para o teste, apesar do gene  nheA  ter sido detectado.  

Dufrenne et al. (1994)  pesquisando  31 cepas de B. cereus obtidas de várias 

fontes como leite, arroz, produtos derivados de ovos e batatas, constataram que 17% 

eram capazes de crescer à temperatura  7º C e estas foram produtoras de 

enterotoxinas pelo teste Tecra BDE-VIA. 
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Tabela 16. Comparação entre os resultados obtidos através da técnica PCR para o gene 
nheA e o imunoensaio Tecra BDE-VIA para B. cereus 

Relação Nº de isolados % 

nheA +  / Tecra - 6 14,3% 

nheA - / Tecra + 7 16,7% 

nheA +/ Tecra + 29 69,0% 

Total 42 100% 

 

Um fato preocupante é que 78,6%% (33/42) dos isolados aqui analisados eram 

provenientes de amostras de ricotas cuja contaminação por B. cereus encontravam-se 

na faixa de 104 a 106 UFC/g, condição esta muito próxima ä surtos diarréicos por B. 

cereus já relatados envolvendo alimentos ricos em proteínas, como produtos lácteos e 

que apresentavam com contagens entre 105 e 107 células ou esporos /g ou ml. 

Conforme já discutido anteriormente uma das alternativas para o controle efetivo 

da contaminação por B. cereus seria a adoção das BPF e particularmente o emprego 

de temperaturas de estocagem  à 4 º C, o que evitaria também a germinação dos 

esporos e produção de enterotoxinas (RUSUL;YAACOB,1995, Van NETTEN et al. 

1990). 
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4.3.4 Patogenicidade das cepas isoladas de Listeria 

monocytogenes 

Das 135 cepas de Listeria spp, isoladas de 9 amostras de ricota, 30 foram 

analisadas pelo KIT API Listeria (Biomerieux ®), e 105 pelas provas bioquímicas 

recomendadas pelo Health Products Food Brand, do Canadá (PAGOTTO et al., 2001). 

Treze isolados foram positivos para Listeria monocytogenes pelo kit API 

Listeria®. Estes, foram  subtipados utilizando a análise alélica dos genes de virulência 

actA e hly  por PCR-RFLP (Polimorfismo do comprimento do fragmento de restrição).  

O gene actA  tipo 4  foi  encontrado em todos os isolados, não sendo encontrado 

o tipo 3.  O gene hly encontrado foi sempre do tipo 1. A análises dos tipos de actA e hly 

nos permite separar  a L. monocytogenes em três linhagens. Os isolados de Listeria 

monocytogenes apresentaram-se como pertencentes à linhagem l (Tabela 17). 

Os estudos de polimorfismo alélico dos genes de virulência (WIEDMANN et 

al.,1997; MORIISH et al.,1998) revelaram que o gene  actA  apresenta 2 alelos 

denominados tipos 3 e 4.   

 Segundo Wiedman et al. (1997) a linhagem l contém cepas dos sorotipos 1/2b, 

3b, 3c e 4b, associados a ocorrência de surtos e casos de listeriose em humanos, 

sugerindo um maior potencial patogênico ao homem quando comparado às outras 

linhagens. 

Jeffers et al. (2001) ao avaliar 195 isolados (humanos, animal, ambiente e 

alimento), encontrou os alelos de hly  tipo 1 e 2  sendo  os mais comuns. O alelo hly 

tipo 1 representou 64,7% dos isolados humanos. Entre os tipos alélicos de actA, não 

houve diferenças na distribuição entre os isolados. 

Kabuki (2004) ao analisar 36 isolados de L. monocytogenes de amostras de 

plantas de processamento de queijo fresco tipo latino, encontrou que 24 pertenciam à  

linhagem I ( actA tipo 4 e hly tipo 1). 
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Tabela 17.  Subtipagem dos treze isolados de Listeria monocytogenes 

actA hly Isolados 

(Amostra) tipo tipo 

Linhagem 

1 ( 01) 4 1 I 

2 (O1) 4 1 I 

3 (O1) 4 1 I 

4 (O1) 4 1 I 

5 (O1) 4 1 I 

6( O1) 4 1 I 

7 (H3) 4 1 I 

8 (H3) 4 1 I 

9 (03) 4 1 I 

10 (03) 4 1 I 

11 (O3) 4 1 I 

12 (O3) 4 1 I 

13 (O3) 4 1 I 
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                                                    APÊNDICE A  
 
Lista de ingredientes e informação nutricional das 15 marcas de ricotas 
analisadas. 
 
Marca A - ingr.: soro de queijo, leite pasteurizado e acidulante ácido cítrico 
Porção – 50g 

Valor calórico 100kcal (4% VD) 
carboidrato 0g (0% VD) 

Proteína 7g (14% VD) 
Gordura total 11g (14% VD) 

Gordura saturada 7g (28% VD) 
Colesterol 40mg (13% VD) 

Fibra 0g (0% VD) 
Cálcio 310mg (40% VD) 
Ferro 0g (0% VD) 
Sódio 160mg (6% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
 
Marca B – .: soro de queijo leite pasteurizado, ácido acético glacial 
Porção – 30g 

Valor calórico 35kcal (2% VD) 
carboidrato 0g (0% VD) 

Proteína 4,0g (5% VD) 
Gordura total 2,0g (4% VD) 

Gordura saturada 1,0g (5% VD) 
Gordura trans - - 
Fibra alimentar 0g (0% VD) 

Sódio 161mg (7% VD) 
VD – referência em 2.000kcal. 
 
Marca C - ingr.: soro de queijo leite pasteurizado, ácido lático (acidulante), cloreto de 
cálcio e clorofila. 
Porção – 50g 

Valor calórico 100kcal (4% VD) 
carboidrato 0g (0% VD) 

Proteína 7g (14% VD) 
Gordura total 11g (14% VD) 

Gordura saturada 7g (28% VD) 
Colesterol 40mg (13% VD) 

Fibra 0g (0% VD) 
Cálcio 310mg (40% VD) 
Ferro 0g - 
Sódio 160mg (7% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
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Marca D - ingr.: soro fresco, leite pasteurizado desnatado, ácido lático, sorbato potássio 
Porção – 50g 

Valor calórico 75kcal (3% VD) 
carboidrato 0g - 

Proteína 7g (14% VD) 
Gordura total 5g (6% VD) 

Gordura saturada 3g (12% VD) 
Colesterol 26mg (9% VD) 

Fibra 0g - 
Cálcio 111mg (14% VD) 
Ferro 0g - 
Sódio 71mg (3% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
 
 
Marca E - ingr.: leite, fermento lático, coalho e sal 
Porção – 30g 

Valor calórico 96kcal (13,84% VD) 
carboidrato 0g - 

Proteína 7,5 kcal (15% VD) 
Gordura total 7,5 kcal (9,37% VD) 

Gordura saturada 4,8g (19,2% VD) 
Colesterol 31,50mg (10,5% VD) 

Fibra - - 
Cálcio 237mg (23,62% VD) 
Ferro Menor que 1 Menor que 1 
Sódio 258,62mg (10,77% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
 
 
Marca F - ingr.: soro fresco de leite, leite integral pasteurizado, cloreto de sódio e ácido 
cítrico 
Porção – 50g 

Valor calórico 100kcal (4% VD) 
carboidrato 0g - 

Proteína 7g (14% VD) 
Gordura total 11g (14% VD) 

Gordura saturada 7g (28% VD) 
Colesterol 40mg (13% VD) 

Fibra - - 
Cálcio 910mg (40% VD) 
Ferro 0g - 
Sódio 180mg (7% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
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Marca G - ingr.: soro de queijo, leite pasteurizado, sal, ácido lático, hidróxido de cálcio 
Porção – 50g 

Valor calórico 80Kcal (4% VD) 
carboidrato 2,0g (0,5% VD) 

Proteína 6,5g (13% VD) 
Gordura total 5,5g (7% VD) 

Colesterol - (0% VD) 
Fibra 0g - 
Cálcio 100mg (15% VD) 
Ferro 0mg (0% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
 
Marca H - ingr.: soro de leite, leite integral, sal e ácido lático. 
Porção – 30g 

Valor calórico 90kcal (4% VD) 
carboidrato 2g (1% VD) 

Proteína 6g (12% VD) 
Gordura total 6g (7% VD) 

Gordura saturada 4g (16% VD) 
Colesterol 25mg (8% VD) 

Fibra 0g - 
Cálcio 103mg (13% VD) 
Ferro 0,2mg (1% VD) 
Sódio 45mg (2% VD) 

Outros minerais 1mg - 
Vitaminas 1mg - 

 
VD – referência em 2.500kcal. 
 
 
Marca I - ingr.: soro de leite, leite pasteurizado e acidulante HII 
Porção – 100g 
Valor calórico  140kcal 
Proteína 12,5g 
Gordura 10g 
Outros minerais 3,6g 
VD – referência em 2.500kcal. 
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Marca J - ingr.: soro de leite, leite e acidulante H VIII 
Porção – 30g 

Valor calórico 100kcal (4% VD) 
carboidrato 0g - 

Proteína 7g (14% VD) 
Gordura total 11g (14% VD) 

Gordura saturada 7g (28% VD) 
Colesterol 40mg (13% VD) 

Fibra 0g - 
Cálcio 310mg (40% VD) 
Ferro 0g - 
Sódio 160mg (7% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
 
 
 
Marca K - ingr.: leite pasteurizado e soro 
Porção – 30g 

Valor calórico 40kcal 
carboidrato <1g 

Proteína 4g 
Gordura total 3g 

Gordura saturada - 
Colesterol - 

Fibra - 
Cálcio 90mg 
Ferro - 
Sódio 140mg 

VD – referência em 2.500kcal. 
 
 
Marca L - ingr.: soro de leite, leite pasteurizado e ácido lático. 
Porção – 50g 

Valor calórico 100kcal (4% VD) 
carboidrato 0g - 

Proteína 7g (14% VD) 
Gordura total 11g (14% VD) 

Gordura saturada 7g (28% VD) 
Colesterol 40mg (13% VD) 

Fibra 0g - 
Cálcio 310mg (40% VD) 
Ferro 0g - 
Sódio 160mg (7% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
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Marca M - ingr.: soro de leite, leite pasteurizado e sal. 
Porção – 30 gr 

Valor calórico 85kcal (4% VD) 
carboidrato 2g (0% VD) 

Proteína 6g (7% VD) 
Gordura total 4g (15% VD) 

Gordura saturada 6g (13% VD) 
Colesterol 25mg (8% VD) 

Fibra 0g - 
Cálcio 102mg (13% VD) 
Ferro 0,2mg (1% VD) 
Sódio 45mg (2% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
 
 
Marca N - ingr.: soro de leite, leite desnatado e ácido lático. 
Porção – 100 gr 

Valor calórico 230kcal (9% VD) 
carboidrato 10g (3% VD) 

Proteína 9g (12% VD) 
Gordura total 23g (29% VD) 

Gordura saturada 10g (40% VD) 
Colesterol 150mg (50% VD) 

Fibra 0,7g - 
Cálcio 150mg (13% VD) 
Ferro 0,7mg - 
Sódio 40mg (2% VD) 

VD – referência em 2.500kcal. 
 
Marca O - ingr.: soro de queijo, leite desnatado, ácido lático, agente de firmeza cloreto 
de cálcio. 
Porção – 50g 

Valor calórico 50kcal (4% VD) 
carboidrato 1g - 

Proteína 3g (4% VD) 
Gordura total 3,5g (13% VD) 

Gordura saturada 2,0g (28% VD) 
Colesterol 30,0mg (10% VD) 

Fibra 0g - 
Cálcio 85mg (11% VD) 
Ferro 0 - 
Sódio 0 - 

VD – referência em 2.500kcal. 
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APÊNDICE B 

 
Esquema método ELFA 
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APÊNDICE C 
 

Esquema teste BDE-VIA (TECRA) 
 

Tecra BDE é um teste de ELISA (enzime-linked immunosorbent assay) no 

formato de configuração “sandwich”, sendo a leitura dos resultados feita visualmente. 

 1    2     3 

1- Anticorpos de alta afinidade para BDE estão adsorvidos nas cavidade 

removíveis, se houver a presença de antígenos de BDE. Presentes nas amostras 

previamente enriquecidas, estes serão capturados pelos anticorpos. Todo material da 

amostra será eliminado na lavagem. 

2- O sandwich é completado com a adição de enzimas ligadas a anticorpos 

específicos para BDE (conjugado). 

3- A presença de BDE é indicada quando o conjugado converte o substrato 

adicionado a uma coloração verde. Na ausência de BDE, não haverá coloração verde. 

 
 

 
 
Fonte: Madasa do Brasil, 2005 
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APÊNDICE D 
 

Foto do gel de eletroforese da  PCR de alguns genes codificadores de 
enterotoxinas de  B. cereus 

 
 
 
                                       M  1   2   3   4    5  6   7 
                      

 

 
 

 

 

 

 Coluna M : marcador de peso 
molecular 100bp.  
1,controle positivo;  2, 3,5,6 e 7 
isolados positivos; 
4: isolado negativo 
 gene nheA 
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M    1   2   3   4     5     6    7    8 

M     1     2     3        4      5 

753 

Coluna M: marcador de 
peso molecular 100 bp, 1 
controle positivo; 2 : 
isolado negativo; 3,4 e 5 
isolados positivos. 
 gene nhe B 

 

563

Coluna M: marcador 
de peso molecular 100 
bp, 1 controle positivo; 
2,3,4, 5,6 e 7 isolados 
positivos, 8 isolado 
negativo  
gene  nhe C 
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              M  1      2      3     4    

  
 

 

 

 

 

300 

M  1   2  3   4   5  6    7    8   9  
Colunas: M marcador de peso 
molecular 100 bp; 9 controle 
positivo, 1,4,5,6, e 8 isolados 
negativos; 2,3 e 7 isolados 
positivos. 
gene  hblA 

410 

M  1  2   3   4    5     6    7 

Colunas: M marcador de 
peso molecular 100 bp; 
1,2,4,6 e 7 isolados 
negativos; 3 e 5 isolados 
positivos. 
gene  hblD 
 

Colunas: M marcador de peso 
molecular 100 bp; 1controle 
positivo; 2 e 4 isolados 
negativos; 3 isolado  positivo. 
gene hblC 
 

730 
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APÊNDICE E 
 

Foto do gel de eletroforese do polimorfismo alélico do hlyA após digestão 
 enzimática. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 M   1   2   3  4   5   6 
Gel de eletroforese do 
polimorfismo alélico do hlyA 
após digestâo 
enzimática.Colunas de número 
par, digestão com Hhal, 
colunas de número ímpar, 
digestão com Hpa ll .Coluna M 
marcador  1Kb Plus DNA 
ladder 
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