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Tudo tem seu tempo determinado,  

e há tempo para todo o propósito debaixo do céu: 

Há tempo de nascer, e tempo de morrer; 

[...] 

Tempo de chorar e tempo de rir; 

[...] 

Tempo de buscar e tempo de perder; 

[...] 

tempo de estar calado e tempo de falar; 

Tempo de amar e tempo de aborrecer; 

tempo de guerra e tempo de paz. 

         (Eclesiastes 3.1-8) 
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RESUMO 

 

Os queijos macios são veículos conhecidos de surtos de listeriose. Os chamados 

�queso blanco� ou �Latin-style fresh cheese� representam um grupo heterogêneo de 

queijos macios brancos e não maturados produzidos e consumidos em diferentes 

países da América Latina. O queijo Minas Frescal é o representante brasileiro deste 

grupo e pode ser produzido utilizando-se diferentes tecnologias. Vários estudos têm 

mostrado que a ocorrência de Listeria monocytogenes (Lm) em queijo Minas Frescal é 

muito variável, enquanto altas populações de coliformes fecais (>104UFC/g) são muito 

comuns. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência dos coliformes no 

comportamento de Lm em queijo Minas Frescal produzido por acidificação direta do 

leite com ácido lático e por adição de cultura lática. Leite pasteurizado foi 

contaminado com Lm (106UFC/g e 1UFC/g) e coliformes (107UFC/g) e os queijos 

foram preparados seguindo-se os procedimentos de fabricação comerciais. Queijos 

preparados com leite contaminado somente com Lm (106CFU/g e 1CFU/g) ou 

coliformes (107UFC/g) foram utilizados como controle. As produções foram repetidas 3 

vezes. Os queijos embalados em sacos de polietileno foram divididos em três grupos, 

sendo cada um estocado em uma das seguintes condições: 20 dias a 5oC; 20 dias a 

12oC (temperatura de abuso); 8 dias a 5oC/16h seguido por 25oC/8h (para simular 

condições em feiras-livres). A cada 5 dias para os queijos armazenados a 5oC e 12oC, 

e a cada 2 dias para o outro grupo, duplicata de amostras foram retiradas e as 

populações de Lm, coliformes e bactérias láticas foram determinadas utilizando-se 

procedimentos padrões. pH e atividade de água também foram mensurados. A 

inibição de Lm foi observada nos queijos em que os coliformes estavam presentes 

(pelo menos 1 log de diferença em cada temperatura, com exceção dos queijos 

preparados com ácido lático e estocados com alternância de temperaturas). Os 

valores de pH e aw não foram suficientemente baixos para causarem essa inibição, 

entretanto, a acidez titulável foi maior em queijo contendo coliformes. Testes em ágar 

tripticase de soja (TSA) contendo diferentes concentrações de ácido lático e 

contaminados com Lm (106UFC/g e 1UFC/g) mostraram que, quando altas 

concentrações de ácido lático foram utilizadas (0,3% ou mais), a população de Lm não 

aumentou, indicando que o ácido lático produzido pelos coliformes pode ser um fator 

importante no controle de Lm em queijo Minas Frescal. É importante ressaltar que não 

é nossa intenção utilizar coliformes para inibir Lm nesse tipo de queijo. 



ABSTRACT 

 

Soft cheeses are a well known cause of listeriosis outbreaks. The so called �queso 

blanco� or �Latin-style fresh cheese� represents a heterogeneous group of white, 

unripened soft cheese produced and consumed in different Latin America countries. 

Minas Frescal cheese is the Brazilian representative of this group and it can be 

produced by different technologies. Several studies have shown that Listeria 

monocytogenes (Lm) occurrence in Minas cheese is highly variable, while high 

population of fecal coliforms (>104CFU/g) is very common. The objective of this study 

was to evaluate the influence of coliforms in the behavior of Lm in Minas Frescal 

cheeses produced by direct acidification of the milk with lactic acid and by the addition 

of a lactic culture. Pasteurized milk was spiked with Lm (106CFU/g and 1CFU/g) and 

coliforms (107CFU/g) and the cheeses were lab prepared following regular commercial 

procedures. Cheeses prepared with milk spiked only with Lm (106CFU/g and 1CFU/g) 

or coliforms (107CFU/g) were used as controls. The production had been repeated 3 

times. The cheeses packed in polyethylene bags were divided in 3 groups and each 

group was stored in one of the following conditions: up to 20 days at 5oC; up to 20 

days at 12oC (abuse temperature); up to 8 days at 5oC/16h followed by 25oC/8h (to 

simulate open market conditions). Every 5 days for cheeses stored at 5oC and 12oC, 

and every 2 days for the other group, duplicate samples were taken and Lm, coliforms 

and lactic acid bacteria population were determined using standard procedures. pH 

and water activity were also measured. An inhibition of Lm was observed in the 

cheeses when in the presence of coliforms (at least 1 log difference at any 

temperature, except cheeses prepared with lactic acid and stored with temperature 

alternation). The values of pH and aW had not been sufficiently low to cause this 

inhibition, however, the titratable acidity was higher in cheeses containing coliforms. 

Tests in tryptone soy agar containing different concentrations of lactic acid and spiked 

with Lm (106CFU/g and 1CFU/g) showed that when higher concentrations of lactic acid 

were used (0.3 % or more), the population of Lm did not increase, indicating that the 

lactic acid produced by coliforms may be an important factor in controlling Lm in 

Minas Frescal cheese. It is important to ressaltar that it is not our intention to use 

coliforms to inhibit Lm in this type of cheese. 

  

 



1. INTRODUÇÃO 

 

 A avaliação de risco microbiológico (microbial risk assessment) � ARM - é 

uma forma sistemática para estimar a severidade dos perigos microbiológicos 

e a potencialidade de eles ocorrerem. Quando se avaliam riscos, a natureza do 

perigo, a probabilidade de um indivíduo ou população estar exposta a esse 

perigo e a de que a exposição resulte em um efeito adverso à saúde devem ser 

consideradas. As informações geradas durante um processo de avaliação de 

risco podem ser usadas para ajudar a tomar decisões relacionadas ao 

gerenciamento do risco (risk management); é possível, por exemplo, 

determinar a forma mais apropriada de prevenir ou minimizar os danos 

causados por aquele perigo.  

A ARM é um processo com base científica, fundamentado em dados 

necessários para identificação de perigos, avaliação do potencial de exposição 

e estimativa da dose-resposta (CODEX, 1999; ICMSF, 2002). Apesar de 

existirem muitos trabalhos sobre os patógenos transmitidos por alimentos, 

tanto no exterior como em nosso país, a maioria dos dados é qualitativa e não 

pode ser empregada para a ARM. De acordo com o painel de especialistas 

convidados pelo ILSI Risk Science Institute (reunião �Data Colection for 

International Microbial Food Safety Risk Assessments�, realizada em 

Washington, em abril de 2004), para que se possa estimar o risco de 

ocorrência de determinadas doenças veiculadas por alimentos, há necessidade 

de se obterem dados quantitativos para patógenos específicos neles existentes 

(informação pessoal). Isso porque, para avaliar a exposição (exposure 



assessment), deve-se ter uma estimativa da ocorrência do patógeno em 

questão (ou sua toxina) e da sua população (ou concentração), em uma 

porção específica de alimento, no momento do consumo, pelos diferentes 

grupos da população (WHO/FAO, 2003). 

 Esses dados podem ser obtidos por meio de estudos relacionados ao 

comportamento do patógeno de interesse, em um alimento específico, a fim de 

gerar resultados relevantes sobre a exposição da população a esse 

microrganismo. A determinação da capacidade de multiplicação da bactéria 

diante da microbiota normal do produto é essencial, assim como informações 

sobre propriedades físico-químicas (pH, aW, concentração de NaCl) do alimento 

(FDA, 2003b).  

 

1.1. Listeria monocytogenes 

 

 Dentre os patógenos veiculados por alimentos e que têm causado grande 

preocupação, nas últimas décadas, pode-se destacar a Listeria 

monocytogenes. A listeriose, doença provocada por esse microrganismo, 

embora seja rara e responsável por apenas 0,02% dos casos de doenças 

transmitidas por alimentos, é causa de aproximadamente 28% das mortes 

resultantes dessas doenças (MEAD et al., 1999) e apresenta a maior taxa de 

hospitalização de todas elas (MANFREDA et al., 2005). Devido a esse alto grau 

de severidade, particularmente entre as pessoas pertencentes ao grupo de 

risco (imunocomprometidos, neonatos, idosos e gestantes), enfatiza-se a 

necessidade de minimizar a exposição desses indivíduos à L. monocytogenes  



 Dados recentes dos EUA mostram que, em 2003, enquanto a incidência 

de doenças causadas por alguns patógenos de origem alimentar diminuiu 

(alguns sorotipos de Salmonella e Escherichia coli O157:H7), o mesmo não foi 

observado para L. monocytogenes (CDC, 2004). Esses dados indicam que, 

apesar da tolerância zero existente naquele país, com relação à presença de L. 

monocytogenes nos alimentos, não há evidência epidemiológica de que haja 

maior proteção ao consumidor. 

 A presença de L. monocytogenes em carnes cruas, aves, peixe, farinha e 

vegetais congelados, comercializados em Portugal, reflete a ubiqüidade desse 

microrganismo, verificando-se altas ocorrências do patógeno: 17,7%, 60%, 

16,7%, 12%, 18,5% e 12,9% de amostras positivas, respectivamente (MENA 

et al., 2004).  

 O que contribui para a transmissão da listeriose é a capacidade de a 

Listeria monocytogenes crescer em temperatura de refrigeração e em 

ambientes com baixa atividade de água, medidas comumente utilizadas para o 

controle do crescimento de patógenos em alimentos (MENA et al., 2004). L. 

monocytogenes é uma bactéria que oferece grande resistência às condições 

adversas, apresentando capacidade de se multiplicar em ampla faixa de pH 

(4,4 � 9,0) (ICMSF, 1996) e quantidades elevadas de sal (até 10%) 

(PATCHETT et al., 1992). 

 Leite e derivados são alimentos que podem transmitir a listeriose, 

embora, até pouco tempo atrás, os casos da doença provocados por esses 

produtos fossem reportados esporadicamente, afetando somente poucas 

pessoas. Entretanto, após alguns surtos de listeriose, associados ao consumo 



de leite e produtos lácteos e envolvendo um grande número de indivíduos, L. 

monocytogenes tornou-se um microrganismo de grande preocupação para a 

indústria leiteira, devido à alta taxa de mortalidade. A retirada do mercado de 

produtos lácteos, geralmente queijos macios, contaminados pelo patógeno, é 

freqüente hoje em dia, com subseqüentes perdas econômicas (ARQUÉZ et al., 

2005). 

 

1.2. Surtos de listeriose  

 

Dentre os alimentos já relacionados aos surtos de listeriose, têm-se leite 

cru e pasteurizado, queijos, carnes bovina, suína e de aves e seus derivados, 

frutos do mar, além de produtos de origem vegetal, crus ou processados, e 

refeições preparadas (RYSER & DONNELLY, 2001).  

 Os alimentos envolvidos nos surtos ou casos esporádicos são, de 

maneira geral, processados industrialmente, refrigerados, prontos para o 

consumo e com vida útil longa (FDA, 2003b). 

Vários surtos de listeriose foram provocados pelo consumo de queijo 

contaminado, geralmente aqueles macios, frescos ou maturados, com bolores 

superficiais. Verificou-se que a causa da contaminação foi ou emprego de leite 

cru na fabricação dos produtos, ou contaminação pós-processamento (FDA, 

2003a; Pintado et al., 2005).  

Entre 1983 e 1987, na Suíça, ocorreram 122 casos de listeriose devido à 

ingestão de queijo macio Vacherin Mont d�Or (BULA et al., 1994). Em 1985, 



142 casos de listeriose foram reportados em Los Angeles, Califórnia, causados 

pela ingestão de queijo macio tipo Mexicano, contaminado com L. 

monocytogenes. Noventa e três atingidos eram mulheres grávidas e recém-

nascidos. Quarenta e oito pessoas morreram (LINNAN et al., 1988). 

Em 1995, 20 casos de listeriose ocorreram na França, sendo o queijo 

Brie de Meaux o alimento incriminado (GOULET et al., 1995). No ano 2000, na 

Carolina do Norte, nos Estados Unidos, 12 casos de listeriose ocorreram devido 

à ingestão de queijo macio tipo Mexicano contaminado com L. monocytogenes 

(CDC, 2002).  

Mais recentemente, em 2002, dois casos de listeriose foram reportados 

em Vancouver, Canadá. As pessoas que apresentaram meningite consumiram 

queijo contaminado com L. monocytogenes (HEALTH CANADA, 2002). Em 

2003, nos Estados Unidos, pacotes de queijo tipo Minas foram recolhidos após 

um teste de rotina revelar a presença de Listeria monocytogenes neles; 

porém, nenhum caso de doença foi relatado associado ao consumo desse 

produto (FDA, 2003a). 

Em 2005, em Neuemburg, na Suíça, dois idosos morreram, duas 

mulheres sofreram aborto e mais seis pessoas foram hospitalizadas após 

ingerirem queijo branco produzido com leite cru, contaminado com L. 

monocytogenes (PROMED, 2005). No início de 2007, no Canadá, uma mulher 

grávida ingeriu queijo produzido com leite cru, e seu bebê nasceu com 

listeriose (PROMED, 2007). 

 

 



1.3. Queijo tipo Minas Frescal 

 

 Dentre os diferentes tipos de queijo existentes em nosso país, o Minas 

Frescal destaca-se por ser um produto alimentício muito consumido e 

freqüentemente fabricado de maneira artesanal, em muitos casos, com higiene 

precária. A legislação brasileira determina o uso de leite pasteurizado na 

elaboração de queijo Minas, com a finalidade de eliminar a flora patogênica, 

minimizando os riscos à saúde do consumidor (BRASIL, 1997). Porém, tanto 

em pequenas cidades como em grandes centros, ainda é comum a 

comercialização do chamado leite cru, proibida por lei desde 1952 (NERO, 

2005; PEREIRA et al.,1991).  

  O queijo tipo Minas Frescal é definido pela legislação brasileira como 

sendo o queijo fresco obtido por coagulação enzimática do leite com coalho 

e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou não com 

ação de bactérias láticas específicas (BRASIL, 1997). É um queijo para o 

consumo imediato e de curta durabilidade no mercado, sendo produzido em 

fábricas de pequeno, médio e grande porte e consumido por todas as camadas 

da população, ao longo de todo o ano, em lanches, cafés da manhã ou 

sobremesas (FURTADO, 1999). Sua produção é intensa, devido ao alto 

rendimento e ausência de período de maturação, o que possibilita um retorno 

rápido de investimento e, conseqüentemente, custos menores ao consumidor 

(OLIVEIRA et al., 1998). 

 Por ser um produto alimentício com alto teor de umidade e baixo teor de 

sal, o queijo Minas Frescal tende a sofrer alterações em poucos dias de 



exposição no mercado, as quais podem torná-lo inaceitável para o consumidor. 

Entre essas alterações, destaca-se a queda acentuada de pH, o que torna o 

produto sensorialmente ácido. Essa queda de pH é, normalmente, mais 

acentuada nos queijos processados com a adição de culturas láticas 

mesofílicas, caindo de cerca de 5,2 para menos de 4,9 após uma semana, uma 

vez que as culturas adicionadas degradam rapidamente a lactose presente, 

havendo intensa produção de ácido lático. Queijos preparados pela adição de 

ácido lático apresentam pH ao redor de 5,2-5,4, podendo variar dependendo 

do nível de contaminação e das condições de comercialização (FURTADO, 

1999). No entanto, a supressão do uso de culturas láticas pode levar a uma 

tendência maior à proliferação de bactérias patogênicas e deteriorantes 

(CAMPOS, 2000). 

Os queijos são produtos alimentícios susceptíveis a contaminações 

microbianas resultantes tanto do leite utilizado como matéria-prima � 

freqüentemente, leite cru � como de contaminações cruzadas durante o 

processamento e no pós-processamento. Essas contaminações podem ser de 

diversas origens, incluindo o ambiente de processamento, utensílios, 

manipuladores e matérias-primas (VARNAM & EVANS, 1991). 

 

1.4. Ocorrência de L. monocytogenes em queijos macios 

 

A ocorrência de Listeria monocytogenes em queijos macios é variável. 

Em 1988, PINI & GILBERT, pesquisando a presença de L. monocytogenes em 



220 amostras de queijos macios fabricados no Reino Unido e em outros países, 

encontraram 23 amostras (10%) contaminadas com o patógeno. Em 1991, na 

Noruega, RORVICK & YNDESTAD analisaram 460 amostras de diferentes 

produtos para verificar a presença de L. monocytogenes. Dessas, 90 eram 

queijos macios importados, sendo que 10 delas (11%) foram positivas para o 

patógeno. 

No Marrocos, EL MARRAKCHI et al. (1993) estudaram a ocorrência de L. 

monocytogenes em 227 amostras de leite e derivados, sendo que a incidência 

foi de 10% em leite cru e 18% em queijos. Dois anos depois, LONCAREVIC et 

al. (1995), na Suécia, avaliaram 333 amostras de queijos macios e 

semimacios, importados da Suíça, para verificar a presença de L. 

monocytogenes; constataram que o patógeno estava presente em 42% dos 

queijos fabricados com leite cru e em somente 2% dos preparados com leite 

termicamente tratado. 

CORDANO & ROCOURT (2001), em Santiago, Chile, pesquisaram a 

presença de Listeria monocytogenes em 256 amostras de queijo macio e 

encontraram somente duas (0,8%) positivas para o patógeno. 

 No Brasil, assim como em outros países, a ocorrência de L. 

monocytogenes em queijo Minas Frescal varia. DESTRO et al., em 1991, 

analisaram 20 amostras de queijo Minas Frescal, comercializado em Campinas, 

SP, e encontraram L. monocytogenes em 10%. Em 1994, CASSAROTTI et al. 

não detectaram L. monocytogenes em 20 amostras de queijo Minas Frescal, 

comercializado em Piracicaba, SP. 



 Apesar de SILVA et al. (1998) terem encontrado L. monocytogenes em 

41,2% dos 17 queijos Minas Frescal artesanais examinados, a porcentagem de 

amostras positivas para o patógeno, nos queijos industrializados, foi de 3%. 

Em 2001, CORBIA et al. pesquisaram L. monocytogenes em 58 amostras 

de queijos Minas Frescal e não encontraram o patógeno. VIEIRA et al. (2001a) 

avaliaram 50 amostras de queijo Minas Frescal, em Araguaína, TO, e 

observaram que em 8% delas havia contaminação por L. monocytogenes. 

No estudo realizado por BRANCO et al. (2003), 19 % das amostras de 

queijo coalho, coletadas na cidade de Fortaleza, CE, estavam contaminadas 

com L.monocytogenes. 

 

1.5. Ocorrência de coliformes em queijos macios 

 

Apesar de Listeria monocytogenes ser um dos agentes de enfermidades 

transmitidas por alimentos � assunto de grande interesse para a saúde 

pública �, podendo estar presente em queijos macios, como o Minas Frescal, 

nada se sabe sobre seu comportamento diante de um contaminante freqüente: 

os coliformes.  

 As bactérias do grupo coliforme são consideradas os principais agentes 

contaminantes associados á deterioração de queijos (OLIVEIRA et al., 1998). 

A população de coliformes, geralmente, é muito alta nesse alimento, 

apesar de a RDC 12 (BRASIL, 2001) estabelecer, para queijos de alta ou muito 

alta umidade, população máxima de coliformes termotolerantes de 5x102 - 



5x103. Isso pode ser verificado em diversos trabalhos apresentados em 

congressos e/ou publicados em nosso país.  

Em 1994, GARCIA-CRUZ et al. avaliaram a qualidade microbiológica em 

amostras de sete queijos Minas artesanais e três industriais, verificando que a 

população de coliformes fecais estava muito alta em seis e em uma delas, 

respectivamente. Em 1995, NASCIMENTO et al. analisaram 51 amostras de 

queijo Minas Frescal e observaram que 46 (90,2%) estavam fora dos padrões 

para coliformes fecais. SOUSA et al., em 1998, avaliaram 30 queijos Minas 

Frescal, comercializados na cidade de Belém, no Pará, encontrando 100% das 

amostras contaminadas com coliformes totais e fecais. 

PEREIRA et al. (1999), em Belo Horizonte, MG, coletaram 168 amostras 

de queijo Minas, no período entre 1995 e 1996, e verificaram que 109 (64,9%) 

delas continham populações elevadas de coliformes fecais.  

 VIEIRA et al. (2001b) avaliaram a população de coliformes totais em 50 

amostras de queijos comercializados em Araguaína, TO, e verificaram que 

100% das amostras continham > 106UFC desses microrganismos/g. ARAÚJO et 

al. (2002) verificaram que 100% das 45 amostras avaliadas de queijo macio, 

comercializado no Rio de Janeiro, RJ, continham coliformes totais, com 

populações entre 103 e 106 UFC/g. 

BANDEIRA E RIBEIRO (2001) avaliaram a qualidade higiênico-sanitária 

de 15 amostras de queijo Minas, comercializado em feiras livres, em Pelotas, 

RS, e encontraram valores mínimos de 3x103 NMP/g para coliformes totais, 

sendo que E. coli foi encontrada em 80% das amostras. 



FURTADO ET AL. (2001) analisaram 80 amostras de queijo Minas Frescal, 

comercializado em Rio Branco, AC; 60% apresentaram populações de 

coliformes termotolerantes acima de 5 x 103UFC/g. 

 SILVA et al. (2002) relataram a ocorrência de populações de coliformes 

termotolerantes acima de 102 NMP/g, em 78% das amostras de queijo tipo 

Frescal, tanto de origem artesanal quanto industrial. 

 SALOTTI et al. (2006) avaliaram 60 amostras de queijo Minas Frescal, 

comercializado em Jaboticabal, SP, sendo 30 produzidos de maneira artesanal 

e 30, industrial, fiscalizados pelos Serviços de Inspeção Estadual e Federal. Os 

autores verificaram que 25 (83,4%) das amostras artesanais e 20 (66,7%) das 

industriais estavam em desacordo com o estabelecido pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA). Listeria monocytogenes não foi encontrada nas 

amostras. 

 

1.6. Interação entre microrganismos 

 

 Os alimentos, na maioria ricos em nutrientes, são geralmente capazes de 

suportar diferentes microrganismos. Uma complexa diversidade de interações 

pode ocorrer entre eles. Duas populações podem se multiplicar quando 

adicionadas juntas e essa multiplicação pode ser comparada com a das 

culturas puras. Assim, pode-se observar se ocorre algum tipo de interação 

entre os microrganismos e até isolar-se o composto causador dessa inibição, 

se for o caso (MALAKAR et al., 2003).  



 Entre os compostos secretados por microrganismos que podem ser 

responsáveis pela diminuição da taxa de crescimento de L. monocytogenes, 

destacam-se: nisina (Lactococcus lactis), ácido lático (Lactobacillus plantarum 

e Lactobacillus delbruecki), ácido cítrico (Aspergillus niger), etanol 

(Saccharomyces uvarum) e penicilina (Penicillium chrysogenum) (MALAKAR et 

al., 2003). 

Em um estudo piloto, realizado em nossos laboratórios (ARAGON-

ALEGRO et al., 2003), verificou-se que, em queijos Minas produzidos 

experimentalmente, com populações elevadas de coliformes totais (107UFC/g) 

e L. monocytogenes (106UFC/g), a população do patógeno manteve-se estável 

por até 20 dias de estocagem a 50C. A população de coliformes também 

permaneceu constante até o final do período. Entretanto, quando foram 

preparados queijos somente com L. monocytogenes, houve um aumento de 2 

log na população desse microrganismo, durante o período de estocagem, 

indicando que os coliformes podem ter alguma influência na multiplicação do 

patógeno. 

 

Pelo exposto, verifica-se que há necessidade de se obterem mais 

informações sobre o comportamento de L. monocytogenes em um produto 

muito consumido no Brasil, a fim de se estabelecer o risco provável de esse 

alimento veicular populações do patógeno capazes de causar doença.  

Por L. monocytogenes ser considerada uma bactéria de característica 

ubiqüitária e ser um problema para a indústria de alimentos, principalmente no 

que diz respeito à contaminação cruzada, devido à sua capacidade em formar 



biofilmes, e também em razão das precárias condições higiênico-sanitárias de 

muitas plantas processadoras de queijo Minas Frescal, este estudo se faz 

necessário.  

Apesar de o Minas Frescal ser um queijo com vida útil relativamente 

curta, sabe-se que, muitas vezes, ele pode permanecer no refrigerador 

doméstico por tempos prolongados. Assim, como não se tem o hábito de 

controlar a temperatura dos refrigeradores domésticos, no Brasil, é lícito supor 

que abusos de temperatura possam ocorrer durante essa manutenção, no 

refrigerador doméstico. Outro ponto a ser considerado é a comercialização de 

queijos Minas Frescal, sem refrigeração, em feiras livres, fato comum no País. 

A combinação de fatores � como tempo e temperatura de estocagem 

doméstica � associada à presença da microbiota normal do produto pode ter 

uma influência no comportamento de L.monocytogenes, o que precisa ser 

avaliado. 

 

2. OBJETIVO 

 

 Verificar a influência dos coliformes no comportamento de L. 

monocytogenes em queijos Minas Frescal obtidos por acidificação direta ou 

fermentação lática, durante estocagem em temperaturas de refrigeração e 

abuso.  

 



3. MATERIAL E MÉTODOS 

Exceto quando mencionado, todos os meios de cultura utilizados foram 

da marca Oxoid. 

 

3.1. Preparo da cultura de L. monocytogenes 

 

 Foi preparado um �pool� com três cepas de L. monocytogenes, uma 

isolada de peito de frango (15E), uma de ambiente de frigorífico de aves (30) e 

uma ATCC 7644 (7), pertencentes à coleção de culturas do Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos � Faculdade de Ciências Farmacêuticas � 

Universidade de São Paulo. Cada cepa foi semeada em um tubo contendo 

caldo tripticase de soja (TSB) adicionado de 0,6% de extrato de levedura (YE) 

e incubada a 370C/24h. Os caldos com os crescimentos foram misturados em 

um tubo Falcon e centrifugados a 1050 x g / 15 minutos / 40C. As células 

foram lavadas com solução de cloreto de sódio (Merck) 0,85% (p/v) e a 

população de L. monocytogenes presente no caldo foi calculada por semeadura 

de diluições decimais em ágar tripticase de soja (TSA) adicionado de 0,6% de 

YE. O material foi aliquotado em porções de 1mL e congelado com glicerol 

25%, a �700C, até o momento do uso. 

 

3.2. Avaliação da diversidade genética de L. monocytogenes  

 Empregou-se o método preconizado por GRAVES & SWAMINATHAN 

(2001) e as enzimas ApaI e AscI, para avaliar a diversidade genética dos 

isolados de L. monocytogenes empregados neste estudo.  



 

3.3. Isolamento e preparo da cultura de coliformes  

 

 Três peças de queijo Minas Frescal foram adquiridas nos mercados de 

São Paulo. Combinaram-se porções das três amostras, que foram 

homogeneizadas com citrato de sódio (Merck) 2% (p/v) em stomacker (1:10). 

Diluições seriadas foram semeadas em profundidade em ágar violeta vermelho 

bile glicose (VRBG), que, após solidificação, recebeu uma sobrecamada do 

mesmo ágar (KANG & FUNG, 1999, modificado). As placas foram incubadas a 

370C/24h. Colônias vermelho escuras com 0,5mm ou mais de diâmetro 

isoladas neste ágar foram semeadas em tubos contendo caldo lactose bile 

verde brilhante (VB) e tubo de Duhran, que foram incubados a 370C (FENG et 

al., 2001). Após 48 horas, todos os caldos que apresentaram turvação e 

produção de gás foram misturados em tubos Falcon e os mesmos foram 

centrifugados a 1050 x g / 15 minutos / 40C. As células foram lavadas com 

solução salina 0,85% e a população estimada após semeadura de diluições 

decimais em TSA-YE. O material foi congelado com glicerol 25%, a �700C, até 

o momento do uso. 

 

3.4. Determinação das espécies presentes na cultura de coliformes 

  

 Uma porção da cultura de coliformes, preparada conforme 3.2, foi 

semeada em caldo infusão cérebro coração (BHI) e incubada a 37oC, sob 

agitação (150 rpm), por três horas. Foram feitas diluições seriadas em solução 



salina 0,85%, que foram semeadas em ágar McConkey e ágar VRBG contidos 

em placas. Foram escolhidas 51 colônias representantes dos diferentes tipos 

presentes nos dois ágares. Essas colônias foram semeadas em tubos contendo 

ágar BHI, que foram incubados a 37oC/24h. Em seguida, foram submetidas à 

identificação bioquímica utilizando-se os meios de cultura EPM (TOLEDO et al., 

1982a), MILi (TOLEDO et al., 1982b), Citrato de Simmons e fermentação de 

lactose (FENG et al., 2001). Quando necessário, o API 20E (BioMérieux S.A.) 

foi utilizado, de acordo com o protocolo do fabricante. 

 

3.5. Avaliação do pH do leite após adição de coliformes e enumeração 

da população destes durante armazenamento a 370C 

 

A cultura de coliformes foi adicionada ao leite, anteriormente à produção 

do queijo, a fim de se obter a população necessária para simular condições 

reais de contaminação (107 UFC/mL). O tempo necessário para que esta 

população fosse atingida foi avaliado, juntamente com a variação do pH do 

leite. 

Uma alíquota de 1mL da cultura de coliformes foi colocada em 150mL de 

leite A pasteurizado e incubado a 370C/7h. A cada hora até quatro horas e a 

cada 1,5 horas até sete horas, amostras foram retiradas para medida do pH 

em pHmetro Digimed e para a enumeração dos coliformes, empregando-se 

PetrifilmTM para coliformes (3M do Brasil Ltda). Outra alíquota de 150mL de 

leite sem adição de coliformes foi utilizada como controle.  

 



3.6. Processamento do queijo Minas Frescal 

 

 Para o processamento do queijo Minas Frescal foi utilizado leite tipo A 

pasteurizado, adquirido no comércio de São Paulo. Foram empregados três 

tipos de contaminação em cada produção: 1) somente Listeria 

monocytogenes; 2) somente coliformes; 3) L. monocytogenes e coliformes 

juntos. A população de coliformes foi mantida constante em todas as 

produções (107UFC/mL) e a de L. monocytogenes variou, sendo 105UFC/mL 

quando se adicionou alta população e 1 célula/mL quando se adicionou baixa 

população. Os queijos foram acidificados por acidificação direta ou fermento 

lático (dependendo da formulação), sendo, a seguir, armazenados a 50C (ideal) 

e 120C (abuso). Também foi simulada a variação que ocorre com os queijos 

comercializados em feiras livres. Para tanto, ciclos de temperatura (25oC/8h e 

50C/16h) foram utilizados. A Tabela 1 sumariza as diferentes combinações que 

foram empregadas. Cada uma das produções listadas na tabela seguinte foi 

repetida três vezes.  

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 1. Planejamento experimental das produções de queijo Minas. 

Produção Tipo de 
acidificação*

Tipo de 
contaminação**

População de L. 
monocytogenes

População 
de 

coliformes 

Temperatura de 
armazenamento

1 1 105UFC/mL - 
1 2 - 107UFC/mL 1 

1 3 105UFC/mL 107UFC/mL 

5oC 

1 1 1 célula/mL - 
1 2 - 107UFC/mL 2 
1 3 1 célula/mL 107UFC/mL 

5oC 

1 1 105UFC/mL - 
1 2 - 107UFC/mL 3 
1 3 105UFC/mL 107UFC/mL 

12oC 

1 1 1 célula/mL - 
1 2 - 107UFC/mL 4 
1 3 1 célula/mL 107UFC/mL 

12oC 

1 1 105UFC/mL - 
1 2 - 107UFC/mL 5 
1 3 105UFC/mL 107UFC/mL 

5oC/16h e 
25oC/8h 

1 1 1 célula/mL - 
1 2 - 107UFC/mL 6 
1 3 1 célula/mL 107UFC/mL 

5oC/16h e 
25oC/8h 

2 1 105UFC/mL - 
2 2 - 107UFC/mL 7 
2 3 105UFC/mL 107UFC/mL 

5oC 

2 1 1 célula/mL - 
2 2 - 107UFC/mL 8 
2 3 1 célula/mL 107UFC/mL 

5oC 

2 1 105UFC/mL - 
2 2 - 107UFC/mL 9 
2 3 105UFC/mL 107UFC/mL 

12oC 

2 1 1 célula/mL - 
2 2 - 107UFC/mL 10 
2 3 1 célula/mL 107UFC/mL 

12oC 

2 1 105UFC/mL - 
2 2 - 107UFC/mL 11 
2 3 105UFC/mL 107UFC/mL 

5oC/16h e 
25oC/8h 

2 1 1 célula/mL - 
2 2 - 107UFC/mL 12 
2 3 1 célula/mL 107UFC/mL 

5oC/16h e 
25oC/8h 

*1) ácido lático; 2) fermento lático. 

**1) somente Listeria monocytogenes; 2) somente coliformes; 3) L. monocytogenes + coliformes. 

 

  

 



As principais etapas empregadas na fabricação do queijo Minas Frescal estão 

apresentadas na Figura 1.  

 

adição do coalho + ácido lático adição do coalho + fermento lático

armazenamento refrigerado

embalagem

fracionamento

enformagem

dessoragem total

salga

retirada parcial do soro

corte e mexeduras

verificação do ponto de corte

adição do cloreto de cálcio

adição de L. monocytogenes **

leite + coliforme *

 

 
* para os queijos processados somente com coliformes e com coliformes + L. monocytogenes 
** para os queijos processados somente com L. monocytogenes e com coliformes + L. monocytogenes 

        

Figura 1. Fluxograma do processamento do queijo Minas Frescal. 

 

Foram separados três vasilhames onde foram adicionados 2L de leite em 

cada um. Em dois deles, adicionou-se 1mL da cultura de coliforme (para o 

preparo dos queijos somente com coliformes e com coliformes + L. 

37oC/5,5h 

37oC/10 min

37oC/40 min

40 min 



monocytogenes) e todos os vasilhames foram incubados a 37oC por 5,5h 

(tempo necessário para que a população de 107 UFC/mL fosse atingida). Após 

esse tempo, no vasilhame em que não havia sido adicionado o coliforme e em 

um dos que continham coliformes foi adicionado 1mL da cultura de L. 

monocytogenes (para o preparo dos queijos somente com L. monocytogenes e 

com coliformes + L. monocytogenes), de modo a se obter 105 UFC/mL ou 1 

célula/mL, dependendo da população final desejada no queijo. Após 10 

minutos a 37oC, ácido lático (Purac do Brasil) ou fermento lático (Ezal MAO11 � 

Danisco) e o cloreto de cálcio (Merck) foram adicionados. Em seguida foi 

adicionado o coalho �HÁ-LA� (Christian Hansen Ind. E Com. Ltda) e a mistura 

foi incubada a 37oC/40 minutos para que ocorresse a coagulação. O ponto de 

corte foi verificado, a massa foi cortada e submetida a três mexeduras de 

aproximadamente um minuto cada. Depois, procedeu-se a retirada parcial do 

soro (200mL), a salga e a dessoragem total. O queijo foi enformado e, após 

aproximadamente 40 minutos em temperatura ambiente, fracionado em 

porções de 25g, que foram acondicionadas em embalagens de polietileno 

(Whirl-pak, Nasco) e armazenadas nas diferentes temperaturas apresentadas 

na tabela 1. 

O cloreto de cálcio foi adicionado na proporção de 0,25g/1L de leite. A 

adição de ácido lático foi feita na proporção de 0,25mL do ácido a 85% para 

cada 1L de leite. O fermento lático foi adicionado de modo a obter-se uma 

população de 106UFC/mL no leite. Em todas as produções o coalho foi 

empregado na quantidade baseada no poder coagulante a 36oC � 0,05g/1L de 

leite (ALEGRO, 2003). A salga dos queijos foi feita com adição de sal ao soro 



após a dessoragem parcial, sendo que a quantidade adicionada equivaleu a 2% 

do peso líquido estimado dos queijos. 

Para as análises de acidez titulável e concentração de sal foram 

processados queijos conforme descrito anteriormente, acidificados com ácido 

lático ou fermento lático, mas somente com adição de coliformes ou sem 

microrganismos. Esses queijos também foram armazenados a 5oC, 12oC e com 

alternância de temperaturas (5oC/16h e 25oC/8h). 

 

3.7. Análises microbiológicas 

  

 3.7.1. Amostragem 

 A análise microbiológica foi feita no leite, antes da adição do coalho, e 

em duas amostras do mesmo queijo (duplicata) refrigerado a 5 e 120C, no dia 

da produção e em 5, 10, 15 e 20 dias de estocagem. Para os queijos estocados 

em temperaturas alternadas (25oC/8h e 50C/16h) as análises foram feitas no 

dia de produção e em 2, 4, 6 e 8 dias de estocagem. 

 

 3.7.2. Preparo das amostras para análise microbiológica 

 Vinte e cinco gramas do queijo foram homogeneizados com 225mL de 

tampão fosfato (TF - Merck). Diluições decimais também foram preparadas em 

TF. Esse tampão foi utilizado, ao invés do citrato de sódio 2% (recomendado 

para análise desse tipo de queijo), por ser o sugerido no manual de instruções 

da 3M para a utilização do PetrifimTM para coliformes. 

 



3.7.3. Enumeração de Listeria monocytogenes (PAGOTTO et al., 

2001) 

 Diluições decimais preparadas conforme 3.6.2 foram semeadas em 

profundidade em ágar OXFORD (aproximadamente 20mL). As placas foram 

incubadas a 370C/24h, as colônias negras foram contadas e a população 

calculada. 

 

 3.7.4. Enumeração de coliformes (KORNACKI & JOHNSON, 2001) 

 As diluições decimais preparadas conforme 3.6.2 foram semeadas em 

placas PetrifilmTM para coliformes e incubadas a 370C. Após 24 h, as colônias 

avermelhadas associadas a bolhas de gás foram contadas e a população 

calculada. 

 

 3.7.5. Enumeração de bactérias láticas (HALL et al., 2001) 

 As diluições decimais preparadas conforme 3.6.2 foram semeadas em 

profundidade em 20mL de ágar de Man, Rogosa e Sharp (MRS) e incubadas a 

370C. Após 48 h, as colônias foram contadas e a população calculada. 

 

3.8. Análises físico-químicas 

 

 3.8.1. Monitoramento da Atividade de Água (aw) 

 A cada dia de amostragem foi avaliada a aW em um pedaço de queijo 

para cada tipo de produção. Foi empregado o aparelho Novasina aW Center 

(Novasina AG, Zürich, Switzerland).  



 

 3.8.2. Monitoramento do pH 

 Em cada dia de amostragem foi feita a avaliação do pH em um pedaço de 

queijo para cada tipo de produção, com auxílio de fitas Spezialindikator 

(Merck), na faixa de 4,0 a 7,0. Também foi avaliado o pH em um pedaço de 

cada queijo produzido para as análises de acidez titulável e concentração de 

sal, nos dias 0, 5, 10, 15 e 20 para os queijos armazenados a 5oC e 12oC e nos 

dias 0, 2, 4, 6 e 8 para os queijos armazenados com alternância de 

temperaturas (5oC/16h e 25oC/8h). 

 

 3.8.3. Monitoramento da acidez titulável (BRASIL, 2003) 

 A acidez titulável foi avaliada em um pedaço de cada tipo de queijo nos 

dias 0, 5, 10, 15 e 20 para os queijos armazenados a 5oC e 12oC e nos dias 0, 

2, 4, 6 e 8 para os queijos armazenados com alternância de temperaturas 

(5oC/16h e 25oC/8h). Dez gramas da amostra foram transferidos para um 

béquer de 150mL, onde foram adicionados 50mL de água morna (40oC) isenta 

de gás carbônico. Utilizando-se um bastão de vidro foi realizada agitação até a 

dissolução possível. A solução foi filtrada e transferida para um balão 

volumétrico de 100mL, foi resfriada em água corrente e o volume foi 

completado. Uma alíquota de 50mL foi transferida para um béquer de 150mL, 

onde se adicionou 10 gotas de solução alcoólica de fenolftaleína a 1%. A 

solução foi titulada com hidróxido de sódio 0,1N até obter-se uma leve 

coloração rósea persistente por aproximadamente 30 segundos. O cálculo da 

porcentagem em ácido lático foi feito multiplicando-se o volume gasto da 



solução de hidróxido de sódio 0,1N, pelo fator de correção dessa solução e por 

0,9 (fator de conversão do ácido lático) e dividindo-se esse valor pela massa 

da amostra na alíquota, em gramas. 

 

 3.8.4. Monitoramento da concentração de cloreto de sódio 

(BRASIL, 2003) 

 A concentração de cloreto de sódio foi avaliada em um pedaço de cada 

tipo de queijo no dia 20 para os queijos armazenados a 5oC e 12oC e no dia 8 

para os queijos armazenados com alternância de temperaturas (5oC/16h e 

25oC/8h). Um cadinho de porcelana foi aquecido em forno mufla a 550oC 

durante 30 minutos, esfriado em dessecador e tarado. Em uma balança 

analítica, foram pesados em torno de 2g da amostra homogeneizada. O 

cadinho com a amostra foi levado ao bico de Bunsen até a carbonização 

completa e, a seguir, ao formo mufla em temperatura não superior a 550oC, 

para evitar-se a perda de cloretos. O material foi incinerado até obterem-se 

cinzas brancas, esfriado em dessecador e pesado. O resíduo foi transferido 

para um erlenmeyer de 125mL, utilizando-se cerca de 50mL de água morna. 

Adicionou-se 1mL de solução de cromato de potássio a 5% e titulou-se com 

solução de nitrato de prata 0,1N, até obter-se uma coloração vermelho tijolo. 

O cálculo da concentração de cloretos foi feito multiplicando-se o volume da 

solução de nitrato de prata 0,1N gasto na titulação pelo fator de correção 

dessa solução, pela normalidade dessa solução, por 0,0585 (miliequivalente-

grama do cloreto de sódio) e por 100, e dividido pela massa da amostra. 

 



3.9. Avaliação, em ágar, da sensibilidade de L. monocytogenes aos 

coliformes, bactérias láticas ou a compostos produzidos por eles 

 

 As culturas utilizadas nesses testes foram a de L. monocytogenes, 

preparada como descrito no item 3.1 e a de coliformes, descrita no item 3.3. A 

verificação in vitro da inibição de L. monocytogenes por coliformes foi realizada 

empregando-se dois métodos.  

 O primeiro foi o de difusão em poços, descrito por DORMAN & DEANS 

(2000). Em uma placa de Petri, transferiu-se uma alíquota de 1mL da cultura 

de L. monocytogenes (107UFC/mL) e adicionou-se 20mL de TSB contendo 1% 

de ágar. Após homogeneização e solidificação do meio, com auxílio de 

ponteiras descartáveis de 1mL foram perfurados poços de aproximadamente 8 

a 9mm de diâmetro. Uma alíquota de 30µL da cultura de coliformes com 

população de 107UFC/mL foi aplicada nos poços. As placas foram incubadas a 

370C durante 24h e, em seguida, foram analisadas quanto à formação de halos 

de inibição. Os halos são medidos com auxílio de paquímetro.  

O método da gota (FARIAS et al., 1994) foi o segundo utilizado. 

Adicionou-se, em placas de Petri, 20mL de TSB + 1,5% de ágar. Após a 

solidificação, três alíquotas de 5µL da cultura de coliformes (107UFC/mL) foram 

utilizadas para se fazer três �spots� na superfície do ágar. As placas foram 

incubadas a 370C. Após 24h, recobriu-se a placa com uma sobrecamada de 

TSB + 0,75% de ágar contendo 20µL da cultura de L. monocytogenes 

(107UFC/mL). As placas foram então incubadas a 370C durante 24h e, em 



seguida, foram analisadas quanto à formação de halos de inibição. Os halos 

são medidos com auxílio de régua. 

Para a verificação da sensibilidade de L. monocytogenes a algum 

composto produzido por coliformes também foram utilizados dois métodos.   

O primeiro foi o de antagonismo simultâneo por inoculação em poços 

descrito por TAGG & McGIVEN (1971), sem a viragem do ágar (BENKERROUM 

et al., 1993). Adicionou-se, em placas de Petri, uma alíquota de 1mL da 

cultura de L. monocytogenes (107UFC/mL) e 20mL de TSB-YE + 1,5% de ágar. 

Após homogeneização e solidificação do ágar, foram perfurados poços 

conforme anteriormente descrito. Uma alíquota de 1mL da cultura de 

coliformes com população de 107UFC/mL foi centrifugada e o sobrenadante foi 

aplicado nos poços (30µL). As placas foram incubadas a 370C durante 24h e, 

em seguida, foram analisadas quanto à formação de halos de inibição. Os 

halos são medidos com auxílio de paquímetro. 

O método da gota (FARIAS et al., 1994) também foi utilizado. Adicionou-

se, em placas de Petri, 20mL de TSB + 1,5% de ágar. Após a solidificação, três 

alíquotas de 5µL da cultura de coliformes (107UFC/mL) foram utilizadas para 

se fazer três �spots� na superfície do ágar. As placas foram incubadas a 370C. 

Após 24h, as placas foram expostas ao vapor de clorofórmio por 30 minutos 

em capela e entreabertas por igual período de tempo, para evaporação do 

clorofórmio residual. Em seguida, recobriu-se a placa com uma sobrecamada 

de 10mL de TSB + 0,75% de ágar contendo 20µL da cultura de L. 

monocytogenes (107UFC/mL). As placas foram incubadas a 370C durante 24h 



e, em seguida, foram analisadas quanto à formação de halos de inibição. Os 

halos são medidos com auxílio de régua. 

Para a avaliação da sensibilidade de L. monocytogenes às bactérias 

láticas ou aos seus compostos, empregou-se os mesmos métodos descritos 

para os coliformes, só que se utilizando a cultura de bactérias láticas usada no 

preparo dos queijos (item 3.6). 

 

3.10. Avaliação da sensibilidade de L. monocytogenes aos coliformes 

em caldo 

 

 Foram preparados cinco frascos contendo 50mL de caldo TSB-YE. As 

culturas utilizadas nesse teste foram a de L. monocytogenes, preparada como 

descrito no item 3.1 e a de coliformes, descrita no item 3.3.  

A adição das culturas aos frascos contendo TSB-YE foi feita da seguinte 

maneira: 1) 1mL da cultura de coliformes (107UFC/mL); 2) 1mL da cultura de 

coliformes (107UFC/mL) + 1mL da cultura de L. monocytogenes (107UFC/mL); 

3) 1mL da cultura de coliformes (107UFC/mL) + 1mL da cultura de L. 

monocytogenes (1UFC/mL); 4) 1mL da cultura de L. monocytogenes 

(107UFC/mL); 5) 1mL da cultura de L. monocytogenes (1UFC/mL). A 

população de coliformes foi estimada nos caldos onde esses microrganismos 

foram adicionados (1, 2 e 3) e a de L. monocytogenes, nos caldos 2, 3, 4 e 5. 

Essa enumeração foi realizada imediatamente após a adição do inóculo e a 

cada hora, durante armazenamento a 37oC, até o tempo de 10 horas. Esse 

procedimento também foi realizado após 24h de incubação à mesma 



temperatura. Diluições seriadas em solução salina 0,85% foram semeadas em 

profundidade em ágar TSA-YE. Após incubação das placas a 37oC durante 24h, 

as colônias foram contadas e as populações, estimadas. 

 

3.11. Avaliação da sensibilidade de L. monocytogenes ao ácido lático  

 

 Foram preparados 10 frascos contendo 50mL de caldo TSB-YE. Cada dois 

frascos contendo o caldo foram adicionados de diferentes concentrações de 

ácido lático, de modo a obterem-se caldos contendo 0,1%, 0,3%, 0,6% e 

1,1% de ácido lático. Esses valores de % de ácido lático foram os mais 

freqüentemente observados nos resultados do item 3.8.3. Dois frascos não 

adicionados de ácido lático foram utilizados como controle. A um conjunto de 

frascos representativos das diferentes concentrações de ácido lático e controle 

adicionou-se 1mL da cultura de L. monocytogenes com população de 

107UFC/mL (item 3.1). Ao outro conjunto adicionou-se 1mL da cultura de L. 

monocytogenes com população de 1UFC/mL. A população de L. 

monocytogenes foi estimada logo após a adição do inóculo e após 6, 12, 24 e 

32 horas de estocagem a 37oC. Diluições seriadas em solução salina 0,85% 

foram semeadas em profundidade em ágar TSA-YE. Após incubação das placas 

a 37oC durante 24h, as colônias foram contadas e a população, estimada. 

 

 

 

 



3.12. Análise dos resultados 

 

Para a avaliação estatística dos dados, inicialmente foi realizada uma 

análise exploratória dos mesmos. Para se atingir o objetivo foi proposto um 

modelo de efeitos mistos (LITTEL et al., 1996). Quando as suposições residuais 

não foram atendidas, uma transformação foi aplicada a cada variável resposta. 

Foi utilizado o procedimento PROC MIXED do software SAS versão 8.02. Os 

resultados foram apresentados em tabelas contendo média, desvio padrão, 

coeficiente de variação, 1º quartil, mediana e 3º quartil dos valores obtidos 

nas produções, que estão apresentadas no anexo I. As comparações entre os 

valores foram apresentadas em tabelas contendo estimativa, erro padrão e P-

valor (anexo II). 

Para facilitar a análise dos dados, gráficos demonstrando o 

comportamento dos microrganismos foram construídos e os resultados da 

análise estatística, comentados. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Cultura de L. monocytogenes 

 

 A população obtida para a cultura de Listeria monocytogenes foi de 

1,2x107UFC/mL. A contagem foi repetida a cada mês de congelamento para se 



saber se a população diminuiu, mas ela manteve-se sempre em torno de 

107UFC/mL. 

Com a utilização da PFGE pôde-se observar que as três cepas utilizadas 

apresentam perfis moleculares diferentes, o que era desejado. Empregando-se 

o teste de antagonismo simultâneo por inoculação em poços verificou-se que 

não há inibição de uma cepa por outra, entre as três cepas da cultura de L. 

monocytogenes. 

 

4.2. Cultura de coliformes  

 

 A população obtida para a cultura de coliformes foi de 5,7x107UFC/mL e 

esta se manteve constante durante o armazenamento a -70oC, conforme 

também verificado para L. monocytogenes.  

 

4.3. Determinação das espécies presentes na cultura de coliformes 

 

 Das 51 cepas avaliadas, 44 (86,3%) foram identificadas como 

Escherichia coli, 3 (5,9%) como Citrobacter diversus, 2 (2,9%) como 

Citrobacter freundii, 1 (2%) como Serratia liquefasciens e 1 (2%) como 

Klebsiella oxytoca. 

 

 

  



4.4. Avaliação do pH do leite após adição de coliformes e enumeração 

da população destes durante armazenamento a 370C 

 

Na tabela 2 observam-se os valores de pH e as populações de coliformes 

obtidas após incubação dos leites a 37oC por até 7h. 

 

Tabela 2. Valores de pH e população de coliformes inoculados em leite e 

mantidos a 37oC. 

Leite sem coliformes Leite com coliformes 

Tempo 
pH 

População de 

coliformes 

(UFC/mL) 

pH 

População de 

coliformes 

(UFC/mL) 

0h 6,70 <10 6,70 6,0x104 

1h 6,67 <10 6,67 1,5x105 

2h 6,60 <10 6,63 1,0x105 

3h 6,58 <10 6,61 1,0x105 

4h 6,59 <10 6,60 1,0x106 

5,5h 6,60 <10 6,46 1,3x107 

7h 6,60 <10 6,25 1,3x108 

 

 

Verificou-se que não houve diminuição acentuada dos valores de pH do 

leite pelos coliformes durante as 7 horas de avaliação, a ponto de prejudicar os 

experimentos. Também se pôde observar que 5,5 horas após os coliformes 

terem sido adicionados ao leite foi atingida a população desejada para este 

trabalho. Assim, antes do processamento dos queijos, os leites que seriam 

utilizados para produzir queijos com coliformes foram adicionados da cultura 

desses microrganismos, preparada conforme descrito em 3.2, e armazenados a 



37oC durante 5,5h. Os leites utilizados para o preparo dos queijos contendo 

somente Listeria também foram armazenados à mesma temperatura, durante 

o mesmo período de tempo. 

 

A fim de facilitar o entendimento da discussão que se segue, utilizar-se-á 

as seguintes nomenclaturas: produção significa cada processamento dos 

queijos; formulação significa cada tipo de queijo elaborado em uma 

produção, sendo L (somente com L. monocytogenes), C (somente com 

coliformes) e LC (com L. monocytogenes e coliformes); população baixa de 

L. monocytogenes é 1UFC/mL; população alta de L. monocytogenes é 

105UFC/mL; acidificação significa a forma de acidificação do leite no 

processamento dos queijos, sendo eles ácido lático (AL) e fermento lático (FL). 

Nas figuras, cada ponto representa a média de duas amostras de queijo 

examinadas para cada uma das três repetições de produção. 

 

4.5. Variação do pH durante armazenamento do queijo Minas Frescal 

 

Os valores de pH obtidos em queijos produzidos com ácido lático 

variaram de 7,0 a 5,0, e com fermento lático, de 7,0 a 4,7. Esses valores 

(médias de três produções) encontram-se nas figuras 2 e 3. 

Durante o tempo de armazenamento, a queda de pH foi relativamente 

acentuada, porém, os valores finais não foram tão baixos a ponto de serem 

considerados um fator limitante para a proliferação das bactérias estudadas. 

Segundo BERESFORD et al. (2001), o pH ótimo para a multiplicação da maioria 



das bactérias é em torno do neutro e a multiplicação destas é deficiente em 

valores menores que 5,0. 

Em todos os queijos avaliados o valor do pH diminuiu durante o tempo 

de armazenamento, porém, raramente ficou abaixo de 5,0. Observaram-se 

valores de pH entre 4,7 e 5,0 nos queijos produzidos com fermento lático e 

alta população de L. monocytogenes quando armazenados a 12oC e nos com 

baixa população de L. monocytogenes armazenados a 5oC e naqueles em 

alternância de temperaturas.  

De maneira geral, queijos acidificados com ácido lático apresentaram 

valores de pH maiores que os queijos acidificados com fermento lático 

(p<0,05). Isso acontece porque a quantidade de ácido produzida pelas 

bactérias láticas do fermento aumenta durante o tempo de armazenamento, 

abaixando os valores de pH. Quando o queijo é acidificado diretamente com 

ácido lático, essa quantidade de ácido tende a permanecer constante, não 

variando muito o pH. A diminuição dos valores de pH em queijos produzidos 

com acidificação direta pode também ser influenciada pela produção de ácidos 

pela microbiota natural do leite, o que ocorre também nos queijos produzidos 

com fermento lático. 
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Figura 2. Valores de pH no leite (tempo 0) e em queijos Minas Frescal produzidos com alta 
população de L. monocytogenes (105UFC/mL), ácido lático (linhas cheias) e fermento 
lático (linhas pontilhadas), armazenados a 5oC (a), 12oC (b) e 5oC/16h e 25oC/8h (c). 
Cada ponto representa a média de duas amostras de queijo examinadas para cada 
uma das três repetições de produção. Lm = Listeria monocytogenes; colif = 
coliformes. 

 



Comparando-se os dois tipos de acidificação (ácido lático e fermento 

lático), em queijos armazenados a 5oC e com alta população de L. 

monocytogenes (figura 2a), pode-se observar que os queijos somente com L. 

monocytogenes (L), no 15o dia de armazenamento, apresentaram valores de 

pH mais elevados quando acidificados com fermento lático do que com ácido 

lático, sendo que essa diferença foi significativa estatisticamente (p<0,05). Em 

todos os outros casos não houve diferença (p>0,05) entre esses parâmetros, 

nesta mesma temperatura.  

BURITI et al. (2005a) prepararam queijos Minas frescal com adição de 

ácido lático e de cultura lática. Os autores verificaram que, em todos os 

queijos, os valores de pH diminuíram durante o armazenamento, porém, essa 

diminuição foi significativa estatisticamente somente nos queijos produzidos 

com adição de cultura lática. Segundo esses autores, apesar da tendência de 

se substituir parcial ou totalmente a utilização de culturas láticas por ácido 

lático nos queijos brasileiros, somente a adição das culturas assegura a 

permanente produção de ácido lático e, conseqüentemente, valores mais 

baixos de pH dos produtos durante o armazenamento. Os autores ainda 

comentam que a adição do ácido lático promove uma diminuição do pH que é 

restrita ao processo de manufatura dos queijos. 

Para os queijos armazenados a 12oC (figura 2b) observou-se diferença 

(p<0,05) nos valores de pH, comparando-se os tipos de acidificação entre as 

três formulações (L, LC e C) nos dias 5 e 10 e entre os queijos L e C no 15o dia 

de armazenamento.  



Nos queijos armazenados com alternância de temperatura (figura 2c), 

embora não seja bem visível no gráfico, verificou-se diferença estatística 

(p<0,05) entre os dois tipos de acidificação em todas as formulações, no leite 

e nos queijos armazenados há 2, 4, 6 e 8 dias. No dia da produção observou-

se diferença estatística significativa (p<0,05) somente entre queijos L. Nesses 

casos, os valores de pH foram mais baixos em queijos produzidos com 

fermento lático e mais altos quando produzidos com ácido lático. Isso 

aconteceu, provavelmente, porque a alternância de temperaturas de 

armazenamento permitiu a maior multiplicação das bactérias presentes no 

fermento lático e, conseqüentemente, maior fermentação de lactose por essas 

bactérias, produzindo mais ácido lático e abaixando o pH (BERESFORD et al., 

2001). 

 Comparando-se o efeito das temperaturas de armazenamento (figuras 

2a e 2b), verificou-se que os valores de pH, em um mesmo tempo, foram 

menores em várias amostras de queijos armazenados a 12oC, quando 

comparados com as armazenadas a 5oC. Essa diferença foi estatisticamente 

significativa (p<0,05) nos queijos L, LC e C produzidos com fermento lático 

nos dias 5, 10 e 15 de armazenamento, nos queijos LC e C produzidos com 

ácido lático no dia 5 e também nas três formulações produzidas com ácido 

lático no dia 10. É provável que essa diminuição do pH seja decorrente da 

maior multiplicação dos coliformes e das bactérias láticas, devida à 

temperatura abusiva de armazenamento (12oC).  

Comparando-se as três formulações de queijos (L, LC e C) em cada 

temperatura de armazenamento, verifica-se que os queijos somente com 



Listeria tendem a apresentar valores mais altos de pH. Isso foi significativo 

estatisticamente (p<0,05) apenas entre os queijos L e LC, produzidos com 

ácido lático e armazenados tanto a 5 quanto a 12oC e entre os queijos L e C, 

produzidos com fermento lático e também armazenados nas mesmas 

temperaturas. Os valores menores de pH em queijos contendo coliformes 

devem-se provavelmente à produção de ácido por esses microrganismos, 

através da utilização da lactose.  
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Figura 3. Valores de pH no leite (tempo 0) e em queijos Minas Frescal produzidos com baixa 
população de L. monocytogenes, ácido lático (linhas cheias) e fermento lático (linhas 
pontilhadas), armazenados a 5oC (a), 12oC (b) e 5oC/16h e 25oC/8h (c). Cada ponto 
representa a média de duas amostras de queijo examinadas para cada uma das três 
repetições de produção. Lm = Listeria monocytogenes; colif = coliformes. 

 Na figura 3 pode-se observar que os valores de pH, em todos os queijos 

produzidos com baixa população de L. monocytogenes (1 UFC/mL), também 



diminuíram durante o tempo de armazenamento, sendo essa diminuição 

estatisticamente significativa (p<0,05) em todas as produções. 

Comparando-se os tipos de acidificação entre os queijos armazenados a 

5oC (figura 3a), observa-se que os valores de pH dos queijos L foram maiores 

quando produzidos com ácido lático do que com fermento lático, invertendo-se 

esse comportamento somente no último tempo de análise (dia 20). Porém, 

essa diferença só foi significativa (p<0,05) nos dias 5 e 20. No dia 20, os 

queijos C e LC também apresentaram valores de pH diferentes 

estatisticamente (p<0,05) quando comparados os tipos de acidificação; as 

amostras produzidas com ácido lático apresentaram menores valores de pH do 

que as produzidas com fermento lático, o que não era esperado. 

Já nos queijos L armazenados a 12oC (figura 3b), os valores de pH foram 

diferentes significativamente (p<0,05) em todos os tempos de análise, sendo 

que as amostras produzidas com ácido lático apresentaram sempre valores 

maiores quando comparadas com as produzidas com fermento lático. Pode-se 

observar que nos dias 5, 10 e 15 de armazenamento isso também ocorreu com 

os queijos C e LC. Para os queijos armazenados com alternância de 

temperaturas (figura 3c), foi verificada diferença significativa (p<0,05) entre 

os tipos de acidificação para os três tipos de formulação (L, LC e C), durante 

todo o tempo, com exceção dos valores observados no leite logo após a 

contaminação com L. monocytogenes. 

Comparando-se os queijos produzidos com fermento lático armazenados 

a 5oC e a 12oC (figuras 3a e 3b), pode-se dizer que os valores de pH foram 



sempre menores (p<0,05) nas amostras que ficaram sob temperatura de 

abuso, indicando talvez um aumento na população de bactérias láticas neste 

caso e, conseqüentemente, um aumento na produção de ácido, abaixando os 

valores de pH. Já no caso dos queijos produzidos com ácido lático foi 

observada diferença significativa (p<0,05) apenas nos queijos L, em 5 e 10 

dias de armazenamento.  

Comparando-se as três formulações de queijo (L, LC e C) em cada 

temperatura de armazenamento, verifica-se também que os queijos somente 

com Listeria tendem a apresentar valores mais altos de pH, sendo esta 

diferença estatisticamente significativa na maioria dos casos. Isso se deve, 

provavelmente, à produção de ácido lático pelos coliformes. 

 

4.6. Variação da atividade de água (aw) durante armazenamento do 

queijo Minas Frescal 

 

Os valores de aw observados em nosso trabalho não foram menores do 

que 0,975, 0,971 e 0,971 para queijos armazenados a 5oC, 12oC e com 

alternância de temperatura (5oC/16h e 25oC/ 8h), respectivamente. Valores 

elevados como esses não inibem o crescimento de bactérias no alimento. 

Segundo LOU & YOUSEF (1999), L. monocytogenes tem a capacidade de se 

multiplicar em atividade de água tão baixa quanto 0,90. 

Durante o tempo de armazenamento, os valores de aw dos queijos 

apresentaram queda. Um exemplo desse comportamento pode ser observado 

na figura 4. Todas as curvas com os valores obtidos para o parâmetro aw foram 



semelhantes à dessa figura em todos os queijos, com exceção dos produzidos 

com ácido lático e população alta de L. monocytogenes e armazenados com 

alternância de temperaturas. Neste caso não se observou diminuição dos 

valores de aw durante o tempo de armazenamento (figura 5). É interessante 

observar também que esses últimos foram os únicos queijos que apresentaram 

valores de aw mais baixos desde o dia da produção. 

0,969

0,974

0,979

0,984

0,989

0,994

0,999

0 5 10 15 20

aw

tempo (dias)

aw (colif)

aw (colif + Lm)

aw (Lm)

 

Figura 4. Valores de atividade de água em queijos Minas Frescal produzidos 
com população baixa de L. monocytogenes e fermento lático, 
armazenados a 5oC. Cada ponto representa a média de duas 
amostras de queijo examinadas para cada uma das três repetições 
de produção. aw = atividade de água. 
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Figura 5. Valores de atividade de água em queijos Minas Frescal produzidos 
com população alta de L. monocytogenes e ácido lático, 
armazenados a 5oC/16h e 25oC/8h. Cada ponto representa a média 
de duas amostras de queijo examinadas para cada uma das três 
repetições de produção. aw = atividade de água. 



 
  

 BURITI et al. (2005a) produziram queijos Minas Frescal com adição de 

ácido lático e fermento lático e observaram uma pequena queda nos valores de 

atividade de água, durante os 21 dias de armazenamento a 5oC. O mesmo foi 

observado neste trabalho. 

Segundo FOX (2000), a queda nos valores de aw pode ocorrer pela perda 

de água por evaporação, salga e pela hidrólise das proteínas a peptídeos e 

aminoácidos e de triglicerídeos a glicerol e ácidos graxos. Isto também pode 

ter ocorrido com os queijos deste estudo. 

Na tabela 3 encontram-se as médias dos valores iniciais e finais de aw de 

cada tipo de queijo, em cada produção. Em 50% dos queijos os valores de aw 

foram significativamente diferentes (p<0,05) quando comparados os tipos de 

acidificação empregados (Tabela 4).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Tabela 3. Valores médios iniciais e finais de atividade de água nos queijos.  
 

Inóculo de 
Lm 

Tipo de 
acidificação 1 

Temperatura de 
armazenamento 

Tipo de 
queijo 2 Valor médio 

inicial 3 
Valor médio 

final 3 

C 0,983 0,978 
L 0,986 0,979 alto AL 5oC 

LC 0,986 0,979 
C 0,984 0,975 
L 0,985 0,977 baixo AL 5oC 

LC 0,985 0,977 
C 0,981 0,971 
L 0,984 0,972 alto AL 12oC 

LC 0,981 0,973 
C 0,985 0,982 
L 0,987 0,979 baixo AL 12oC 

LC 0,985 0,980 
C 0,973 0,973 
L 0,972 0,975 alto AL 5oC/16h e 25oC/8h 

LC 0,972 0,973 
C 0,987 0,976 
L 0,987 0,976 baixo AL 5oC/16h e 25oC/8h 

LC 0,985 0,977 
C 0,983 0,979 
L 0,983 0,977 alto FL 5oC 

LC 0,986 0,977 
C 0,987 0,979 
L 0,984 0,980 baixo FL 5oC 

LC 0,986 0,979 
C 0,987 0,979 
L 0,984 0,979 alto FL 12oC 

LC 0,984 0,979 
C 0,983 0,979 
L 0,984 0,980 baixo FL 12oC 

LC 0,982 0,978 
C 0,987 0,979 
L 0,986 0,980 alto FL 5oC/16h e 25oC/8h 

LC 0,984 0,980 
C 0,987 0,979 
L 0,984 0,978 baixo FL 5oC/16h e 25oC/8h 

LC 0,982 0,980 
1 AL = ácido lático; FL = fermento lático. 
2 C = queijo somente com coliformes; L = queijo somente com L. monocytogenes; LC = queijo com coliformes e L. 

monocytogenes. 
3 média da duplicata de três repetições. 

 

 

 

 

 
  



4.7. Comportamento dos coliformes em queijo Minas Frescal  

 

 O comportamento dos coliformes presentes nos queijos foi semelhante 

em todos os tipos de produção. A população inicial desses microrganismos 

variou entre 106 � 107 UFC/ml de leite e aumentou até 108 - 109 UFC/g de 

queijo, o que pôde ser observado no já 5o dia para queijos armazenados a 5oC 

e 12oC, e no 2o dia para queijos armazenados com alternância de 

temperaturas. Essa população manteve-se constante até o final do 

armazenamento. 

 Nas figuras 6 e 7 pode-se observar o comportamento dos coliformes 

durante o tempo de armazenamento. 

 A diferença entre a população de coliformes no leite (T0) e no queijo 

recém preparado (T1) é decorrente da concentração devida à coagulação e 

dessoragem. 

Diferenças (p<0,05) nas populações de coliformes presentes em queijos 

C e LC foram significativas apenas em queijos produzidos com inóculo alto de 

L. monocytogenes e ácido lático e armazenados a 12oC no 10o dia (figura 6b).  

Diferenças significativas (p<0,05) também foram encontradas no leite 

(T0) com inóculo baixo de L. monocytogenes acidificado com fermento lático, 

que foi posteriormente armazenado a 5oC (figura 7a) e no leite (T0) utilizado 

no preparo de queijos que foram armazenados com alternância de 

temperaturas (figura 7c). 

Nos queijos com inóculo baixo de L. monocytogenes e acidificados com 

ácido lático, observou-se diferença (p<0,05) no 4o dia de armazenamento com 



alternância de temperaturas (figura 7c). Com exceção deste último caso, os 

queijos contendo as duas bactérias apresentaram populações de coliformes 

maiores que os queijos que continham coliformes. Esses resultados levaram à 

realização de um teste para verificar se colônias de Listeria poderiam estar 

sendo consideradas como coliformes, mas isto não ocorreu. 

 Em alguns dias, quando comparadas as populações de coliformes entre 

queijos armazenados a 5oC e 12oC, foi verificada diferença significativa 

(p<0,05). Nesses casos, as populações apresentaram-se maiores quando os 

queijos foram armazenados em temperatura de abuso, fato este esperado, já 

que essa temperatura é mais propícia para a multiplicação desses 

microrganismos. 

 Diferenças estatísticas significativas (p<0,05) nas populações de 

coliformes entre queijos produzidos com ácido lático e fermento lático foram 

observadas em alguns dias de análises para alguns queijos. Porém, em termos 

microbiológicos, na maioria das vezes os valores obtidos foram muito 

semelhantes entre si. Em vários momentos onde se verificou essa diferença, as 

populações de coliformes apresentaram-se mais baixas nos queijos acidificados 

com fermento lático, indicando que as bactérias láticas podem ter inibido o 

aumento desse grupo de microrganismos.  

 Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados por DORNELLAS 

(1997), que observou que as populações de coliformes totais e fecais em 

queijo Minas Frescal produzido com cultura lática apresentaram maior queda 

durante o armazenamento, quando comparadas com as presentes em queijos 



acidificados com ácido lático. Resultados semelhantes foram também obtidos 

por LOURENÇO NETO (1998). 

 CAMPOS (2000) produziu queijos Minas Frescal acidificados com ácido 

lático e com fermento lático (0,1% e 0,5%). Os resultados obtidos nas análises 

de coliformes totais e fecais e bolores e leveduras demonstraram que, para 

todos os microrganismos estudados, as maiores taxas de crescimento foram 

encontradas em queijos com adição de ácido lático. Eles concluíram que o uso 

do fermento lático na fabricação desse tipo de queijo, mesmo em pequenas 

proporções, confere ação protetora contra os microrganismos indicadores. 

 SAAD et al. (2001) produziram queijos Minas Frescal acidificados com 

ácido lático e com fermento lático e contaminados com E. coli O157:H7 e 

relataram que a população do patógeno aumentou, durante as primeiras 24 

horas, nos dois tipos de queijo, sendo que o aumento foi maior nos queijos 

acidificados com ácido lático (2 log) do que nos queijos em que se utilizou a 

cultura starter (0,5 log). 
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Figura 6. População de coliformes no leite (tempo 0) e em queijos Minas Frescal produzidos 
com população alta de L. monocytogenes, ácido lático (linhas cheias) e fermento 
lático (linhas pontilhadas), armazenados a 5oC (a), 12oC (b) e 5oC/16h e 25oC/8h (c). 
Cada ponto representa a média de duas amostras de queijo examinadas para cada 
uma das três repetições de produção. Lm = Listeria monocytogenes; colif = 
coliformes. 
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Figura 7. População de coliformes no leite (tempo 0) e em queijos Minas Frescal produzidos 
com população baixa de L. monocytogenes, ácido lático (linhas cheias) e fermento 
lático (linhas pontilhadas), armazenados a 5oC (a), 12oC (b) e 5oC/16h e 25oC/8h (c). 
Cada ponto representa a média de duas amostras de queijo examinadas para cada 
uma das três repetições de produção. Lm = Listeria monocytogenes; colif = 
coliformes. 

 

 



4.8. Comportamento das bactérias láticas em queijo Minas Frescal 

  

 Em todas as produções foi verificado aumento da população de bactérias 

láticas durante o período de armazenamento dos queijos, sendo a população 

inicial ao redor de 105 � 106 UFC/mL de leite e final entre 108 � 109 UFC/g de 

queijo. Isso foi verificado tanto em queijos acidificados com ácido lático como 

por fermento lático. 

 Tal como ocorreu com os coliformes, a diferença entre a população de 

bactérias láticas no leite (T0) e no queijo recém preparado (T1) é decorrente da 

concentração para a produção do queijo. 

 

Nas figuras 8 e 9 pode-se observar o comportamento das bactérias 

láticas durante o tempo de armazenamento. 

Uma observação interessante é que em todas as produções a população 

inicial de bactérias láticas nos queijos somente com L. monocytogenes foi 

sempre menor que nos queijos contendo coliformes.  Não se encontrou 

explicação para este fato, uma vez que o leite empregado nos diferentes tipos 

de formulação era de um mesmo lote, de mesmo fornecedor. A hipótese de 

que os coliformes poderiam estar sendo enumerados como bactérias láticas, no 

ágar MRS, foi descartada após teste de semeadura da cultura de coliformes 

nesse ágar. 

 A diferença entre as populações de bactérias láticas nas diferentes 

temperaturas de armazenamento foi pequena. Nos queijos armazenados a 5oC 

e contaminados somente com Listeria monocytogenes (figuras 8a e 9a) houve 



um incremento maior na população de bactérias láticas ao longo do tempo, 

sendo esse aumento de 2 a 3 log. Uma hipótese é que os coliformes tenham 

inibido a multiplicação dessas bactérias nos outros queijos, porém isso não 

pode ser afirmado, uma vez que isso não foi avaliado. 

 Concordando com os dados obtidos neste trabalho, Alegro (2003) 

produziu queijo tipo Minas com adição de ácido lático e verificou um aumento 

na população de bactérias láticas durante os 21 dias de armazenamento a 5oC. 

O autor relata que isso se deve ao binômio tempo x temperatura do processo 

de fabricação do queijo, que possibilita o aumento da população dessas 

bactérias nesse alimento tão rico em nutrientes. 

 Conforme pode ser verificado nas figuras 8 e 9, em vários dias de 

análise, a população de bactérias láticas apresentou-se maior nos queijos 

produzidos com ácido lático do que com fermento lático. Este fato não era 

esperado e está em desacordo com o verificado por BURITI et al. (2005b) e 

por NALDINI (2002). Os primeiros verificaram maiores populações de bactérias 

láticas (8 � 9 log UFC/g) em queijos adicionados da cultura lática e menores (6 

� 7 log UFC/g), quando acidificados com ácido lático. NALDINI (2002) também 

avaliou população de bactérias láticas em queijos Minas Frescal produzidos 

com ácido lático e fermento lático.  
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Figura 8. População de bactérias láticas (BL) no leite (tempo 0) e em queijos Minas Frescal 
produzidos com população alta de L. monocytogenes, ácido lático (linhas cheias) e 
fermento lático (linhas pontilhadas), armazenados a 5oC (a), 12oC (b) e 5oC/16h e 
25oC/8h (c). Cada ponto representa a média de duas amostras de queijo examinadas 
para cada uma das três repetições de produção. Lm = Listeria monocytogenes; colif 
= coliformes; BL = bactérias láticas. 
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Figura 9. População de bactérias láticas (BL) no leite (tempo 0) e em queijos Minas Frescal 
produzidos com população baixa de L. monocytogenes, ácido lático (linhas cheias) e 
fermento lático (linhas pontilhadas), armazenados a 5oC (a), 12oC (b) e 5oC/16h e 
25oC/8h (c). Cada ponto representa a média de duas amostras de queijo examinadas 
para cada uma das três repetições de produção. Lm = Listeria monocytogenes; colif 
= coliformes; BL = bactérias láticas. 

 

 



4.9. Comportamento de Listeria monocytogenes em queijo Minas 

Frescal 

 

Pôde-se observar aumento na população de L. monocytogenes durante o 

tempo de armazenamento em todos os queijos. Visando uma melhor 

visualização desse comportamento, gráficos com o incremento das populações 

foram construídos e podem ser observados nas figuras 10 e 12.  

Na figura 10a tem-se o incremento da população de L. monocytogenes 

nos queijos produzidos com população alta do patógeno (107UFC/mL), e 

armazenados a 5oC. Observa-se que os queijos contendo somente Lm 

apresentaram um maior incremento (aproximadamente 3 log) na população 

deste microrganismo quando comparados aos queijos contendo Lm e 

coliformes (aumento de aproximadamente 1 log para queijos acidificados com 

fermento lático e 2 log, com ácido lático). Nesta figura, ainda observa-se que 

nos queijos produzidos com ácido lático a população de Lm foi maior que nos 

produzidos com fermento lático, indicando que também há inibição do 

patógeno pelas bactérias láticas presentes no fermento, quando os queijos são 

armazenados a 5oC. Essa diferença é estatisticamente significativa (p<0,05) 

durante todo o tempo de armazenamento.  

Segundo SHAH (2000), além de exercerem influência considerável sobre 

as características físico-químicas e sensoriais dos queijos, muitas bactérias 

láticas podem ser úteis por possuírem atividade inibitória através da criação de 

um ambiente hostil para os microrganismos patogênicos e deteriorantes 

presentes. ALEXANDRE et al. (2002) isolaram 192 cepas de bactérias láticas de 

cinco amostras de queijo tipo Minas em Minas Gerais, Brasil. Os autores 



verificaram que 29 cepas (15,1%) foram capazes de inibir L. monocytogenes 

Scott A, utilizando teste de inibição direta, in vitro. 

NALDINI (2002) produziu queijos Minas Frescal acidificados com ácido 

lático e cultura lática, contaminados com Lm e armazenados a 5oC. O autor 

verificou que a população de Lm aumentou 0,5 log nos queijos produzidos com 

o fermento lático e 2,5 log naqueles com o ácido lático. Quando a temperatura 

de armazenamento foi de 10oC, a população de Lm manteve-se constante no 

queijo acidificado com fermento lático e aumentou 2 log nos queijos com ácido 

lático. 

Nos queijos armazenados a 12oC, adicionados também de população alta 

de Lm (figura 10b), o comportamento do patógeno foi semelhante ao descrito 

anteriormente. Neste caso, queijos contendo somente Lm também 

apresentaram um maior incremento na população deste microrganismo 

(aproximadamente 2,5 log de aumento em queijos produzidos com ácido lático 

e 2 log de aumento em queijos produzidos com fermento lático) quando 

comparados aos queijos contendo Lm e coliformes (aumento de 

aproximadamente 1 log para queijos acidificados com fermento lático e 0,5 

log, com ácido lático). Observa-se ainda que queijos preparados somente com 

Lm apresentaram incremento maior da população do patógeno quando 

acidificados com ácido lático. Essa inibição pode ser resultante da produção, 

pelo fermento, de conservantes naturais, como ácidos orgânicos, peróxido de 

hidrogênio e diacetil ou de antimicrobianos, ou também devido à competição 

(GHRAIRI et al., 2004; HERREROS et al., 2005; TOMÉ et al., 2006). O 

comportamento inverso foi observado nos queijos produzidos com Lm e 



coliformes, onde o incremento na população de Lm foi maior quando se utilizou 

fermento lático. Isto ficou evidente a partir do 10o dia de armazenamento 

(figura 10b). 

Queijos contendo alta população de Listeria e armazenados a 5oC 

apresentaram população final maior (aproximadamente 1 log) do patógeno 

quando comparados com queijos armazenados a 12oC. Resultados inversos aos 

nossos foram verificados por NALDINI (2002). Esta diferença pode ser 

decorrente de características intrínsecas das cepas de Lm que foram utilizadas. 

Nos queijos com alta população de Lm e armazenados com alternância 

de temperaturas (figura 10c) verificou-se maior incremento na população do 

patógeno nos produzidos somente com Lm quando comparados com queijos 

produzidos com Lm e coliformes. Porém, nesse tipo de armazenamento 

verificou-se que os queijos produzidos com fermento lático apresentaram 

maior incremento na população de Lm que os produzidos com ácido lático.  
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Figura 10. Incremento na população de L. monocytogenes (Lm) no leite (tempo 0) e em 
queijos Minas Frescal produzidos com população alta do patógeno e ácido lático 
(linhas cheias) ou fermento lático (linhas pontilhadas), armazenados a 5oC (a), 12oC 
(b) e 5oC/16h e 25oC/8h (c). Cada ponto representa a média de duas amostras de 
queijo examinadas para cada uma das três repetições de produção. Lm = Listeria 
monocytogenes; colif = coliformes. 

 

A população de Lm foi sempre maior nos leites co-inocluados com 

coliformes, quando comparada àqueles inoculados somente com o patógeno. 



Porém, essa diferença foi observada somente nos leite e não nos queijos 

(figura 11). Variação na população de Lm nas alíquotas utilizadas não pode ser 

usada para explicar esse fato, pois todas provinham de um mesmo caldo de 

cultivo e eram mantidas congeladas a -70oC. Testes foram realizados para se 

verificar se os coliformes poderiam estar sendo enumerados como Listeria no 

ágar Oxford, mas a hipótese foi descartada pois estes não se desenvolveram 

no meio.  
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Figura 11. População de L. monocytogenes (Lm) no leite (tempo 0) e em queijos Minas 
Frescal produzidos com população alta do patógeno e ácido lático, armazenados a 
12oC. Cada ponto representa a média de duas amostras de queijo examinadas para 
cada uma das três repetições de produção. Lm = Listeria monocytogenes. 

 

Na figura 12 pode-se observar o incremento na população de Lm nos 

queijos adicionados de baixa população (1UFC/mL) do patógeno.  Nos queijos 

armazenados a 5oC (figura 12a) e a 12ºC (figura 12b) contendo somente Lm 

verificou-se maior incremento na população do patógeno quando comparados 

com queijos contendo Lm e coliformes.  

Comportamento diferente foi verificado nos queijos armazenados com 

alternância de temperaturas (figura 12c). Verificou-se incremento semelhante 



da população de Lm em queijos produzidos com ácido lático contendo somente 

Lm e contendo Lm e coliformes a partir do 6o dia de armazenamento.  

Segundo MENA et al. (2004), dados preditivos obtidos com a utilização 

do software Food MicroModel (Leatherhead Food International, Surrey, UK) 

indicam que após 5 dias de armazenamento a 5oC, a população final de L. 

monocytogenes em um queijo fresco com população inicial de 10 células/g 

pode ser de 103UFC/g. Essa concentração final poderia ainda aumentar para 

107UFC/g se a temperatura de armazenamento fosse 10oC. Em nosso estudo 

verificou-se um incremento de aproximadamente 2,5 log na população de Lm 

nos queijos contaminados somente com 1 UFC/g de Lm, acidificados com ácido 

lático e armazenados a 5oC. Discordando desse modelo proposto por MENA et 

al. (2004), quando os queijos deste estudo, que continham 1UFC/g de Lm, 

acidificados com ácido lático foram armazenados a 12oC não houve incremento 

da população em 5 dias de armazenamento.   
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Figura 12. Incremento na população de L. monocytogenes (Lm) no leite (tempo 0) e em 
queijos Minas Frescal produzidos com população baixa do patógeno e ácido lático 
(linhas cheias) ou fermento lático (linhas pontilhadas), armazenados a 5oC (a), 12oC 
(b) e 5oC/16h e 25oC/8h (c). Cada ponto representa a média de duas amostras de 
queijo examinadas para cada uma das três repetições de produção. Lm = Listeria 
monocytogenes; colif = coliformes. 

 



 Não foram encontrados na literatura trabalhos relacionando a população 

de L. monocytogenes e outros microrganismos em queijos macios. CARLIN et 

al. (1996) avaliaram essa relação em endívia minimamente processada, 

investigando a  influência da microbiota natural na população de Listeria 

monocytogenes. Os autores verificaram que há uma competição entre a 

microbiota da endívia e L. monocytogenes, sendo que esta última apresenta 

incremento maior quando sozinha. 

 A interferência de coliformes no isolamento de Listeria sp foi verificada 

por SCHITTLER et al. (2002). Os autores inocularam populações de 102UFC/g 

de Listeria sp e de coliformes em pedaços de 250g de queijo tipo prato e 

analisaram as amostras a cada 3 horas, até 24 horas. Eles verificaram que a 

população de coliformes apresentou aumento de 5 log durante todo o tempo; 

Listeria sp não foi detectada com semeadura direta em ágar Oxford, mas 

sempre se desenvolveu quando a amostra foi submetida a enriquecimento. Os 

autores relatam que os coliformes não influenciaram o desenvolvimento de 

Listeria sp, apesar do contínuo crescimento. Como não foi realizada 

enumeração do patógeno, não se sabe se sua população aumentou, diminuiu 

ou manteve-se constante. 

  

Como a cultura de coliformes utilizada neste trabalho é composta 

basicamente por E. coli, pode ser que esteja ocorrendo a produção de ácido 

por parte dessa bactéria, responsável por essa tendência de diminuição da 

taxa de crescimento de L. monocytogenes. Segundo MALAKAR et al. (2003), a 

produção de ácidos orgânicos por microrganismos é responsável pela 



diminuição do pH e aumento da acidez do alimento, o que pode provocar 

interação entre os microrganismos presentes.  

  

Em alguns queijos (figuras 10b e 12a, por exemplo), a população de Lm 

não aumentou no período de 5 para 10 dias, mas pode-se observar aumento a 

partir desta data.Sabe-se que Lm tem capacidade de produzir proteínas de 

choque quando exposta a condições sub-letais de pH. Isto pode ter ocorrido 

com as Lm deste experimento, que após adaptação inicial ao pH ácido 

puderam se multiplicar. Segundo FALEIRO et al. (2003), a tolerância ao ácido 

adquirida por Lm é uma das características que pode explicar sua presença em 

alimentos com pH baixo, como queijos. Os autores explicam que, como esse 

tipo de alimento apresenta valores de pH usualmente entre 5,0 e 5,5, essa 

resistência pode ser induzida, o que não ocorre em alimentos com valores 

letais de pH. 

   

4.10. Monitoramento da acidez titulável e do pH 

 

  Segundo JAY (2000), na determinação da concentração de ácidos 

orgânicos em alimentos, a medida da acidez titulável é mais expressiva que a 

do pH isolado, uma vez que a medição do pH é dada pela concentração de íons 

hidrogênio e os ácidos orgânicos podem não estar completamente dissociados. 

Segundo o mesmo autor, a acidez titulável é o melhor indicador da acidez 

presente em alguns alimentos.  



 A acidez foi avaliada em queijos sem contaminação e contaminados 

somente com coliformes, acidificados com ácido lático e com fermento lático e 

armazenados a 5oC, 12oC e com alternância de temperaturas. Os resultados 

obtidos estão apresentados nas figuras 13 (para queijos armazenados nas 

duas primeiras temperaturas) e 15 (para queijos armazenados com alternância 

de temperaturas). Nas figuras 14 e 16, para fins de comparações, são 

mostrados os valores de pH mensurados nesses mesmos queijos. 
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Figura 13. Valores de acidez titulável obtidos para os queijos armazenados a 5oC e 
12oC. AL = acidificação com ácido lático; BL = acidificação com fermento 
lático; colif = queijo com coliformes; 5 e 12 = temperaturas de 
armazenamento dos queijos. 
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Figura 14. Valores de pH obtidos para os queijos armazenados a 5oC e 12oC. AL = 
acidificação com ácido lático; BL = acidificação com fermento lático; colif 
= queijo com coliformes; 5 e 12 = temperaturas de armazenamento dos 
queijos. 

 

 Nas figuras 13 e 14 pode-se observar que os queijos produzidos com 

ácido lático ou bactérias láticas, contaminados com coliformes e armazenados 

a 12oC foram os que apresentaram maior acidez e menores valores de pH. 

Essa correlação aconteceu em todos os tipos de queijos, com exceção do 

queijo sem contaminação, produzido com ácido lático e armazenado a 12oC. 

Os queijos menos ácidos foram os sem contaminação (controle) e 

armazenados a 5oC. A acidez neste tipo de queijo foi de 0,1g/100g no dia da 

produção e atingiu no máximo 0,3g/100g em 20 dias de armazenamento. Os 

queijos que continham coliformes apresentaram acidez de 1,2g/100g quando 

armazenados em temperatura de abuso (12oC) e 0,6g/100g quando 

armazenados a 5oC. Esses resultados comprovam a produção de ácido lático 

pelos coliformes, sendo esse ácido o suposto responsável pela inibição de 

Listeria nos queijos. 



 A importância do ácido lático na multiplicação de Lm foi comprovada por 

CONNER et al. (1990). Eles avaliaram a população de Lm em TSB e em TSB 

acidificado (pH 4,5) durante 12 semanas de armazenamento a 10oC. A 

população inicial do patógeno de 104UFC/mL teve um incremento de 5 log 

quando em TSB durante esse tempo. Já Lm que foi adicionada ao TSB + ácido 

lático teve sua população reduzida, atingindo níveis indetectáveis antes de 

completar 6 semanas de armazenamento. 
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Figura 15. Valores de acidez titulável obtidos para os queijos armazenados com 
alternância de temperaturas. AL = acidificação com ácido lático; BL = 
acidificação com fermento lático; colif = queijo com coliformes; 5 e 12= 
temperaturas de armazenamento dos queijos. 
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Figura 16. Valores de pH obtidos para os queijos armazenados com alternância de 
temperaturas. AL = acidificação com ácido lático; BL = acidificação com 
fermento lático; colif = queijo com coliformes; 5 e 12 = temperaturas de 
armazenamento dos queijos. 

 

 

  

 Quando armazenados com alternância de temperaturas, a correlação 

entre pH e acidez foi verdadeira para todos os queijos. Queijos contaminados 

com coliformes apresentaram acidez maior e pH menor quando comparados 

com queijos controle, o que já era esperado. 

 

4.11. Monitoramento da concentração de sal nos queijos 

 

 Na figura 17 podem-se observar os valores obtidos na determinação de 

cloreto de sódio nos queijos. Essa análise foi realizada somente uma vez para 

cada queijo, no último dia de armazenamento, uma vez que a quantidade 

tende a ser constante durante o tempo. 
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Figura 17. Determinação de cloreto de sódio nos queijos armazenados a 5oC, 12oC e 
com alternância de temperaturas. AL = acidificação com ácido lático; BL 
= acidificação com fermento lático; colif = queijo com coliformes; 5 e 12 
= temperaturas de armazenamento dos queijos. 
 

 

 Os queijos armazenados com alternância de temperaturas foram os que 

apresentaram menores concentrações de sal, enquanto que os armazenados a 

5oC apresentaram os maiores valores. Segundo FOX et al. (1990), o sal 

apresenta importantes funções nos queijos, como modificar o flavour, reduzir a 

atividade de água e inibir o crescimento de bactérias indesejáveis. No queijo 

Minas Frescal, a quantidade de sal é pequena e não inibe Lm, uma vez que ela 

também apresenta capacidade de sobreviver e se multiplicar em quantidades 

mais elevadas de sal (até 10%) (PATCHETT et al., 1992). 

 Em quase todos os casos, os queijos contaminados com coliformes 

apresentaram concentrações de sal menores que os queijos produzidos e 

armazenados da mesma maneira, mas sem contaminação.  

 

  



4.12. Avaliação, em ágar, da sensibilidade de L. monocytogenes aos 

coliformes, bactérias láticas ou a compostos produzidos por eles 

 

 Para se comprovar a inibição, observada nos queijos, de Lm pelos 

coliformes e bactérias láticas foram realizados testes em meio de cultura. 

Quando se utilizou o teste de difusão em poços, descrito por DORMAN & 

DEANS (2000), e o teste de antagonismo simultâneo, descrito por TAGG & 

McGIVEN (1971), não foi verificado halo de inibição de L. monocytogenes pelos 

coliformes, pelas bactérias láticas ou por compostos que eles possam ter 

produzido.  

 Com a utilização do método da gota (FARIAS et al., 1994), pôde-se 

observar inibição. Os valores das larguras dos halos de inibição observados 

encontram-se na tabela 5. 

 

Tabela 5. Valores das larguras de halos de inibição observados utilizando-se o 
método da gota (FARIAS et al., 1994). 

 
Microrganismo indicador (Lm) Inibidor Largura do halo de inibição (mm)

7 BL 1,2
15 E BL 1,2
30 BL 1,2

pool BL 1,1
7 Coliforme -

15 E Coliforme 1,6
30 Coliforme 1,5

pool Coliforme 1,6
7 comp. BL 1,2

15 E comp. BL 1,3
30 comp. BL 1,3

pool comp. BL 1,2
7 comp. Coliforme -

15 E comp. Coliforme 1,6
30 comp. Coliforme 1,6

pool comp. Coliforme 1,6  



Pool = mistura das cepas 07, 15E e 30; BL = bactérias láticas; comp. BL = compostos produzidos pelas 
bactérias láticas; comp. Coliforme = compostos produzidos pelos coliformes.  

  

 Como se pode observar na tabela 4, todas as cepas foram inibidas pelas 

bactérias láticas ou pelos compostos produzidos por elas. Porém, nos testes 

com coliformes ou com compostos produzidos por eles, os halos apresentaram 

larguras um pouco maiores, indicando inibição maior por esse grupo de 

microrganismos.   

 A cepa de Lm 07 foi exceção. Foi a única que não foi inibida pelos 

coliformes. Esta cepa é inibida por algum composto produzido pelas bactérias 

láticas, mas não pelos coliformes. Quando testada sua inibição por essas 

bactérias o resultado foi positivo. 

 

4.13. Avaliação da sensibilidade de L. monocytogenes aos coliformes 

em caldo 

 

 A fim de se verificar a inibição de L. monocytogenes pelos coliformes 

foram realizadas curvas de crescimento em TSB, utilizando-se as mesmas 

culturas de Lm e coliformes empregadas na elaboração dos queijos. Os 

resultados estão apresentados nas figuras 18 e 19. Na primeira, podem-se 

observar as populações obtidas quando se utilizaram populações de 

107UFC/mL, tanto de coliformes quanto de Listeria. Na segunda, a população 

de coliformes foi a mesma (107UFC/mL), mas a de Listeria foi 1 UFC/mL. Os 

experimentos foram conduzidos simultaneamente, mas os resultados, 



apresentados em duas figuras para facilitar a visualização. Por esta razão, as 

contagens de coliformes são as mesmas nos dois gráficos. 
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Figura 18. Populações de Listeria e coliformes, isolados e em co-cultura, em caldo 
TSB armazenado a 37oC. Lm = Listeria monocytogenes; C = TSB 
adicionado somente de coliformes; LC = TSB adicionado de coliformes e 
L. monocytogenes; L = TSB adicionado somente de L. monocytogenes. 

 
 

 Na figura 18 observa-se que as populações de coliformes mantiveram-se 

constantes, quando sozinhas ou em co-cultura com L. monocytogenes, 

aumentando 2 log durante o tempo de armazenamento a 37oC.  

 L. monocytogenes, quando sozinha no TSB, apresentou aumento na 

população, que inicialmente era de 106 UFC/mL e, ao final de 24 horas, foi de 

109 UFC/mL. 

  Quando em co-cultura com os coliformes, L. monocytogenes 

apresentou, desde o momento da inoculação, população mais baixa, quando 

comparada com a observada no caldo contendo somente Lm. Durante as 10 

primeiras horas houve um incremento de 2 log na população, sendo que entre 



10 e 24 horas houve um aumento adicional de 2 log na população, indicando 

que pode ter ocorrido desenvolvimento de tolerância ao ácido lático. Mesmo 

com todo esse aumento, as populações em caldos que continham somente Lm 

sempre foram mais altas, comparadas com as dos caldos contendo Lm e 

coliformes, mostrando, mais uma vez, que esse grupo de microrganismos tem 

a capacidade de inibir Lm também em meio de cultura. 
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Figura 19. Populações de Listeria e coliformes, isolados e em co-cultura, em caldo 
TSB armazenado a 37oC. Lm = Listeria monocytogenes; C = TSB 
adicionado somente de coliformes; LC = TSB adicionado de coliformes e 
L. monocytogenes; L = TSB adicionado somente de L. monocytogenes. 

 

Quando adicionada 1 UFC/mL (figura 19), a população de L. 

monocytogenes aumentou mais de 8 log quando em ausência de coliformes. 

Quando em co-cultura com os coliformes não foi verificado aumento na 

população do patógeno. Isso pode indicar que, se presente em baixas 

concentrações no leite ou nos queijos que contém coliformes, Listeria 

monocytogenes pode não ser isolada do alimento. 

 

 



4.14. Avaliação da sensibilidade de L. monocytogenes ao ácido lático  

 

Utilizaram-se os valores mais freqüentes de acidez encontrados no item 

4.10 para se determinar as concentrações de ácido lático a serem usadas 

nessas avaliações. Esse teste foi realizado para que se pudesse verificar qual a 

porcentagem de ácido lático seria inibitória para a multiplicação de L. 

monocytogenes em meio de cultura (TSB). As curvas estão representadas nas 

figuras 20 (população alta de L. monocytogenes) e 21 (população baixa de L. 

monocytogenes). 
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Figura 20. Comportamento de L. monocytogenes (população inicial de 
109UFC/mL) em diferentes concentrações de ácido lático. 

 

 Na figura 20 verifica-se que a população de L. monocytogenes manteve-

se praticamente constante (aproximadamente 109UFC/mL) quando o patógeno 

foi inoculado somente em TSB ou em TSB + 0,1% de ácido lático. Em TSB 

contendo 0,3% de ácido lático, a população do microrganismo diminuiu 3 log 

já nas primeiras 6 horas e manteve-se assim até o último tempo de medição. 



Essa diminuição também foi observada nos caldos adicionados de 0,6% e 

1,1%; porém, nesses casos, após 24 horas houve mais um declínio da 

população, que atingiu 105UFC/mL. 

ÖZDEMIR et al. (2006) avaliaram o efeito do ácido lático sobre Lm em 

carne bovina. Pedaços de carne foram imersos em uma solução contendo 

aproximadamente 108UFC/mL de Lm e permaneceram em temperatura 

ambiente durante meia hora para permitir melhor fixação da bactéria. Em 

seguida, as amostras foram imersas em soluções contendo 1 ou 2% de ácido 

lático por 15 segundos. Os autores verificaram, em 24 horas, diminuição de 

0,69 log (população inicial de 6,5 log UFC/g) quando adicionado 1% do ácido e 

1,1 log, com a adição de 2% de ácido lático. Neste trabalho, observamos 

diminuição de aproximadamente 4 log, neste mesmo período de tempo,  

quando adicionado 1,1% de ácido lático no meio TSB (figura 20). ANANG et al. 

(2007) avaliaram o efeito do ácido lático na população de Lm em peito de 

frango cru e verificaram que, com a adição de 1% do ácido, a população 

diminuiu 0,95 log em apenas 30 minutos. 
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Figura 21. Comportamento de L. monocytogenes (população inicial de 
101UFC/mL) em diferentes concentrações de ácido lático. 

 

 De acordo com o que se observa na figura 21, nos caldos sem adição de 

ácido lático e com adição de 0,1% do mesmo não foi verificada inibição na 

multiplicação do patógeno nas primeiras 24 horas. A população de L. 

monocytogenes iniciou-se em 101UFC/mL e atingiu 1011UFC/mL nesse período, 

declinando em aproximadamente 2 log a partir de 24 horas. Nos caldos 

contendo 0,3% e 0,6% de ácido lático, a população de L. monocytogenes ficou 

estável entre 6 e 24 horas, quando, em ambos os casos, declinou para níveis 

não detectáveis. Quando se analisou o caldo contendo 1,1% de ácido lático, a 

população inicial de L. monocytogenes (101UFC/mL) declinou para níveis não 

detectáveis já nas primeiras 6 horas, mantendo-se assim até o final do 

experimento.  

 Com isso, observou-se que a presença de ácido lático em concentração 

igual ou superior a 0,3% pode ser inibitória para L. monocytogenes.  Queijos 

produzidos com adição de coliformes apresentaram acidez em ácido lático 



maiores que 0,3%. Queijos contendo somente Listeria, mas acidificados com 

fermento lático apresentaram valores de acidez em ácido lático menores que 

os que continham coliformes, mas também maiores que 0,3% (figuras 13 e 

15).   

 

 Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de responder a uma dúvida 

sobre a ocorrência de Lm em queijos Minas frescal brasileiros. Não é nossa 

intenção sugerir que se utilizem coliformes para inibição de Lm em queijo 

Minas Frescal. Para o controle de Lm nesses tipos de queijos devem ser 

tomados outros tipos de medidas, como a utilização de matéria prima de boa 

qualidade microbiológica, cuidados com a saúde do manipulador, pasteurização 

do leite, saneamento do ambiente de produção e utensílios utilizados, cuidados 

para evitarem-se contaminações cruzada e pós-processamento, 

armazenamento dos queijos sob refrigeração. A implantação de programas de 

Boas Práticas de Fabricação e de Análise de Perigos e Pontos Críticos de 

Controle (APPCC) também irão garantir produtos de melhor qualidade, mais 

seguros. 

 

5. CONCLUSÃO 

 
 

Os coliformes exercem influência no comportamento de Listeria 

monocytogenes em queijo Minas frescal.  
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