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RESUMO 
 

 

 

SOBRAL, Denise, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, maio de 2012. Efeito da 
nisina na contagem de Staphylococcus aureus e nas características do queijo 
minas artesanal da região de Araxá. Orientador: Antônio Fernandes de Carvalho. 
Coorientadores: Maximiliano Soares Pinto, Mauro Mansur Furtado e Luís Augusto 
Nero. 

Os queijos Minas artesanais são aqueles produzidos com leite cru e atualmente são 

fabricados com certificação em 5 regiões tradicionais do estado de Minas Gerais 

sendo elas Serro, Canastra, Araxá, Cerrado e Campo das Vertentes. O queijo Minas 

artesanal, por ser fabricado a partir de matéria-prima que não sofreu nenhum 

tratamento térmico e por  ser muito manipulado, pode veicular micro-organismos 

patogênicos no qual se destaca o Staphylococcus aureus (S. aureus), o que se torna 

um risco para a saúde do consumidor desse produto. O objetivo desse trabalho foi 

avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações de nisina sobre o 

comportamento de S. aureus em queijo Minas artesanal da região de Araxá, durante 

o período de 60 dias de maturação. Também foi investigado o efeito da nisina nas 

características físico-químicas, na proteólise e no perfil de textura e cor dos queijos 

artesanais ao longo da maturação. O trabalho foi dividido em 3 etapas. Na primeira 

etapa, os queijos artesanais de 5 propriedades escolhidas na região de Araxá foram 

coletados. Além da caracterização físico-química destes queijos, realizou-se o 

isolamento de estirpes de S. aureus da região de Araxá e identificou-se os genes que 

codificam as enterotoxinas clássicas (sea-see) e o gene femA dos S. aureus isolados. 

Na segunda etapa, realizou-se o teste in vitro, com a finalidade de escolher qual 

concentração de nisina seria mais eficiente contra as estirpes de S. aureus isoladas.  

Na terceira etapa, as quantidades de nisina testadas foram adicionadas diretamente ao 

leite durante o processo de fabricação do queijo Minas artesanal. Investigou-se 

também o efeito de diferentes doses de nisina sobre a microbiota contaminante do 

queijo Minas artesanal de Araxá por meio de contagens de S. aureus, aeróbios 

mesófilos, coliformes totais e E. coli ao longo do período de maturação. Ainda na 

terceira e última etapa, identificou-se os genes que codificam as enterotoxinas 

clássicas (sea-see) e o gene femA dos S. aureus isolados dos queijos artesanais da 



 

xi 
 

região de Araxá e averiguou-se a presença de enterotoxinas estafilocócicas nestes 

queijos durante o período de maturação. Avaliou-se o efeito da nisina nos índices de 

proteólise, no perfil físico-químico, no perfil de textura e na cor instrumental dos 

queijos Minas artesanais de Araxá ao longo do período de maturação. Nas amostras 

de queijo Minas artesanal analisadas na primeira etapa do projeto, verificou-se a 

presença de genes que codificam para enterotoxinas em todos os isolados de S. 

aureus. Das 12 estirpes isoladas, 11 apresentaram genes para a enterotoxina SEA, 1 

para a SEB, 5 para a SEC, 7 para a SEE e nenhuma para a SED, demonstrando o 

potencial enterotoxigênico destas estirpes. O resultado do teste in vitro realizado com 

as próprias estirpes de S. aureus isoladas, indicaram que as doses de nisina de 200, 

400 e 500 UI.mL-1 foram estatisticamente iguais (P ≥ 0,05), no entanto a dose de 400 

UI.mL-1 foi a escolhida baseando-se nas interferências que podem ocorrer na matriz 

do queijo em relação ao efeito bactericida da nisina e também no efeito da nisina nas 

características dos queijos. As duas doses escolhidas para a utilização no teste in loco 

foram as de 100 UI.mL-1 e 400 UI.mL-1.  Ambas as doses de nisina escolhidas foram 

igualmente efetivas na inibição de S. aureus na massa de queijo, no momento da 

fabricação, antes da etapa de salga, apresentando contagens menores que 10 UFC.g-1 

de S. aureus. As doses de 100 e 400 UI.mL-1 também foram efetivas nos queijos 

durante todo o período de maturação, apresentando contagens de S. aureus menores 

que 10 UFC.g-1 em todos os queijos com nisina, nos tempos de 3, 7, 14, 30, 45 e 60 

dias. Este resultado evidencia a atividade bactericida da nisina em relação ao 

desenvolvimento de S. aureus, mesmo utilizando baixas concentrações de nisina 

como 100 UI.mL-1. Com relação à presença de genes que codificam para 

enterotoxinas, 92,9% das estirpes isoladas de S. aureus na terceira etapa do teste in 

loco apresentaram genes para a enterotoxina SEA, 78,6% para SEE e 28,6% para 

SEC. Nenhumas das estirpes isoladas no teste in loco apresentaram genes que 

codificam para as enterotoxinas SEB e SED. Apesar da presença de genes nas 

estirpes isoladas, não foi encontrada a presença de enterotoxinas em nenhuma das 

amostras de queijos analisadas. Nas características físico-químicas, a nisina 

influenciou significativamente (P < 0,05) apenas o pH, a umidade e a gordura dos 

queijos. As diferentes concentrações de nisina não influenciaram significativamente 

(P ≥ 0,05) no % NS pH 4,6/NT (extensão) e % NS TCA 12%/NT (profundidade) dos 

queijos. Também não houve influência significativa (P ≥ 0,05) da nisina em relação a 

contagem de bactérias láticas nos queijos ao longo da maturação, o que corrobora 
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com os índices de proteólise semelhantes para as diferentes concentrações de nisina 

dos queijos ao longo da maturação. Em relação aos parâmetros de textura, os queijos 

com 400 UI.mL-1 apresentaram maiores valores de coesividade e elasticidade em 

relação aos queijos com 100 UI.mL-1 e ao queijo controle. Já para firmeza, 

fraturabilidade, gomosidade e mastigabilidade não houve influência significativa (P 

≥ 0,05) da nisina. Na análise de cor, a nisina influenciou significativamente (P < 

0,05) apenas a coordenada cromática a* que representa a escala de cor que vai do 

vermelho ao verde nos queijos, no entanto o efeito foi mínimo. Em relação a 

microbiota contaminante dos queijos, a nisina influenciou significativamente (P < 

0,05) as contagens de aeróbios mesófilos, coliformes totais e E. coli. Quanto maior a 

dose de nisina, menor foi a contagem de aeróbios mesófilos e maior foi a contagem 

de coliformes totais. Nos queijos com dose de 100 UI.mL-1 e nos queijos controle as 

contagem de E. coli foram iguais, no entanto para os queijos com dose de 400 

UI.mL-1 a contagem de E. coli foi maior.  
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ABSTRACT 
 

 

 

SOBRAL, Denise, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, May, 2012. Effect of 
nisin on Staphylococcus aureus counting and in the characteristics of artisanal 
Minas cheese from Araxá region. Advisor: Antonio Fernandes de Carvalho. Co-
advisors: Maximiliano Pinto Soares, Mauro Mansur Furtado and Luis Augusto Nero. 

Artisanal Minas cheeses are produced with raw milk and are manufactured in five 

traditional regions with certification in Minas Gerais state corresponding Serro, 

Canasta, Araxá, Cerrado and Campos das Vertentes. The artisanal Minas cheese 

traditionally made by hand and from milk without any heat treatment can bring risk 

to consumer being a disseminator of pathogenic microorganisms mainly 

Staphylococcus aureus (S. aureus), which becomes a health risk to the consumer of 

this product. The aim of this work was to evaluate the effect of adding different 

concentrations of nisin on the behavior of S. aureus in Minas Araxá cheese during 

the 60 days of ripening. We also investigated the effect of nisin on the physical-

chemical properties of proteolysis, texture and color profile of the cheeses during 

ripening. The work was divided into three steps. In the first stage, the samples of 

artisanal cheeses from 5 chosen cheese-farms of Araxá region were collected. In 

addition to the physico-chemical characterization of these cheeses, we also made the 

isolation of S. aureus strains and the identification of the genes that encoding 

classical enterotoxins (sea-see) and the femA gene of S. aureus isolates. In the second 

step was performed the in vitro test in order to choose which concentration of nisin 

would be effective against strains S. aureus isolates. In the third step, the level of 

tested nisin were added directly to the milk during the cheese-making. We 

investigated the effect of different doses of nisin on the microbial contaminants of 

artisanal Minas Araxá cheese through the counts of S. aureus, mesophilics, total 

coliforms and E. coli counts during ripening. By the third and final step, we 

identified the genes encoding classical enterotoxins (sea-see) and femA gene of S. 

aureus isolates from the artisanal cheeses of Araxá region and examined for the 

presence of staphylococcal enterotoxins in these cheeses during the ripening period. 

Was also studied the effect of nisin in proteolysis, physico-chemical, texture profile 

and instrumental color properties of artisanal Minas Araxá cheese throughout the 
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ripening period. In the analyzed cheese samples of artisanal Minas Araxá cheese, in 

the first stage of the project, there was the presence of genes encoding enterotoxins in 

all isolates of S. aureus. Of the 12 isolates, 11 had genes for enterotoxins SEA, 1 to 

the SEB, 5 to the SEC, 7 for SEE and no to the SED, demonstrating the 

enterotoxigenic potential of these strains. The result of the in vitro test performed 

with the own isolates of S. aureus isolates indicated that the levels of nisin 200, 400 

and 500 UI.mL-1 showed no statistical difference (p ≥ 0.05), but the dosage of 400 

UI.mL-1 was chosen based on the interference that may occur in the matrix of the 

cheese relative to the bactericidal effect of nisin as well as to the effect of nisin on 

cheese properties. The two nisin dosages chosen for use in the “in loco” test were 

100 and 400 UI.mL-1. Both dosages of nisin were effective in the inhibition of S. 

aureus in the cheese curd, before salting, presenting S. aureus counting below 10 

CFU.g-1. The dosages of 100 and 400 UI.mL-1 were also effective in the cheese 

ripening period, showing counts for S. aureus below 10 CFU g-1 for all cheeses with 

nisin addition on 3, 7, 14, 30, 45 and 60 days of ripening. This result shows the 

bactericidal activity of nisin against S. aureus even using low concentrations of nisin 

as 100 UI.mL. Regarding to the presence of the genes encoding enterotoxins, 92.9% 

of the strains of S. aureus isolated in the third stage of the “in loco” test had genes for 

enterotoxin SEA, 78.6% for SEE and 28.6% for SEC. None of the isolates in the “in 

loco” test showed genes that encoding for enterotoxins SEB and SED. Despite the 

presence of genes in isolated strains, we not found the presence of enterotoxins in 

any of the analyzed samples. In physical-chemical properties, nisin significantly (P 

<0.05) influenced only the pH, moisture and fat content of the cheeses. The different 

concentrations of nisin not influenced significantly (P ≥ 0.05) in the cheese ripening 

indexes, % NS pH 4.6 / NT and % NS TCA12% /NT. There was no significant influence 

(P ≥ 0.05) of nisin against lactic acid bacteria counts in the cheeses throughout 

ripening, which helps to explain the similar level of proteolysis for the different 

concentrations of nisin addition during cheese ripening. To the texture profile 

parameters, the cheeses with a 400 UI.mL-1 showed highest values of cohesiveness 

and elasticity in relation to the cheeses with 100 UI.mL-1 and the control cheeses. On 

the other hand, for firmness, brittleness, gumminess and chewiness no significant 

influence (P ≥ 0.05) of nisin was found. In color analysis nisin significantly 

influenced (P <0.05) only the color coordinate a* that represents the color scale that 

goes from red to green in the cheeses, but the effect was small. For microbial 
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contaminants of the cheese, nisin significantly influenced (P <0.05) the aerobic 

mesophiles, total coliforms and Escherichia coli counts. As higher the nisin dosage 

lower aerobic mesophilic count and higher total coliforms count were found. For 

cheeses with dosage of 100 UI.mL-1 and the control cheeses E. coli counts were 

similar but for the cheeses with dosage of 400 UI.mL-1 the E. coli counts were 

higher. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

 

Minas Gerais destaca-se como maior e mais importante produtor de queijos 

artesanais do Brasil. São 9.445 produtores, pertencentes a cinco regiões tradicionais 

caracterizadas: Serra da Canastra, Serro, Cerrado, Araxá e Campo das Vertentes, que 

produzem anualmente 29.005 mil toneladas de queijo, gerando 26.792 empregos 

diretos (EMATER, 2012a).   

O queijo artesanal possui características de sabor, aroma e textura típicas de 

cada região onde é produzido, motivo pelo qual é tão apreciado pelos consumidores. 

O queijo Minas artesanal valoriza as tradições e as raízes da cultura mineira e tem 

sido objeto de pesquisa devido também a sua importância econômica e social. No 

entanto, existe uma preocupação com a inocuidade dos alimentos e com a qualidade 

do queijo artesanal que é produzido com leite cru e, por este motivo, pode veicular 

micro-organismos patogênicos como Staphylococcus aureus (S. aureus), o que 

caracteriza risco de doenças.   

A presença de Staphylococcus em queijos artesanais pode estar associada à  

manipulação intensa e inadequada durante o processo de fabricação e ao alto índice 

de mastite. Diversos estudos (BORELLI et al., 2011, PINTO et al., 2011, BRANT et 

al, 2007; BORELLI et al., 2006) comprovam a presença de S. aureus em queijos 

artesanais mineiros, em níveis suficientes para a produção de enterotoxinas. Esta 

preocupação desperta o interesse para o uso de novas tecnologias como a 

bioconservação de alimentos e para a obtenção de queijos artesanais seguros para o 

consumo. A técnica é utilizada para estender a vida útil e aumentar a segurança dos 

alimentos por meio do emprego de bacteriocinas, ou seja, proteínas ou peptídeos 

antimicrobianos capazes de inibir ou reduzir a multiplicação de bactérias Gram-

positivas.  

A nisina é a bacteriocina mais conhecida, sendo aprovada para utilização em  

alimentos há mais de 50 anos, em vários países. O uso de nisina é permitido com 

limite de 12,5 mg.kg-1 de produto final para todos os tipos de queijos no Brasil e é 

considerada uma substância GRAS pelo comitê do Codex Alimentarius da FAO - 

Food and Agriculture Organization. 
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Em um estudo realizado por Pinto et al. (2011) a nisina foi utilizada  em 

queijos artesanais da região do Serro, apresentando eficiência contra S. aureus, 

principalmente nas etapas de coagulação do leite e separação do soro. Este fato 

resultou em menores concentrações iniciais de S. aureus no queijo. A utilização de 

nisina por si só, não implica necessariamente em níveis aceitáveis de S. aureus, pois 

a dose a ser utilizada é dependente da contaminação inicial da matéria-prima (PINTO 

et al., 2011). Sendo assim, ela pode ser eficiente no controle de S. aureus desde que 

haja cuidados na obtenção do leite e condições higiênicas de manipulação e 

fabricação do queijo que minimizem a contaminação inicial.  

O queijo artesanal fabricado em cada região demarcada (Araxá, Canastra, 

Serro, Cerrado e Campo das Vertentes) é diferente em sua microbiota e composição 

físico-química. Além disso, em um estudo já realizado com o queijo do Serro por 

Pinto et al. (2011), não foram utilizadas cepas de S. aureus isoladas da própria região 

para a escolha das doses de nisina. Por este motivo, pode haver disparidade em 

relação ao efeito bactericida da nisina nos queijos artesanais da região do Serro e da 

região de Araxá. Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo 

avaliar o efeito da adição de nisina sobre o comportamento de Staphylococcus aureus 

em queijo Minas artesanal da região de Araxá durante a maturação, envolvendo os 

seguintes objetivos específicos: 

 

• Isolar estirpes de S. aureus de queijos coletados em unidades produtoras 

selecionadas na região de Araxá; 

• Caracterizar os queijos desta região, por meio de análises de composição 

centesimal e proteólise durante 60 dias de maturação e definir quais queijarias 

serão utilizadas para as fabricações de queijos com nisina. 

• Testar quais doses de nisina seriam mais adequadas para inibir S. aureus em 

um estudo in vitro, partindo de estirpes isoladas de queijos artesanais da 

região de Araxá. 

• Investigar o efeito de diferentes doses de nisina sobre a microbiota 

contaminante do queijo Minas artesanal de Araxá por meio de contagens de 

S. aureus, aeróbios mesófilos, coliformes totais e E. coli ao longo do período 

de maturação. 
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• Detectar, utilizando-se a técnica de PCR, os genes que codificam as 

enterotoxinas clássicas (sea-see) e o gene femA dos S. aureus isolados dos 

queijos artesanais da região de Araxá. 

• Averiguar a presença de enterotoxinas estafilocócicas nestes queijos durante 

o período de maturação. 

• Avaliar o efeito da adição de nisina no desenvolvimento das bactérias láticas 

nos queijos ao longo do período de maturação. 

• Investigar os índices de proteólise, o perfil físico-químico, de textura e de cor 

dos queijos, a fim de verificar a influência da nisina sobre as características 

dos queijos Minas artesanais de Araxá ao longo do período de maturação. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

 

2.1. O queijo Minas artesanal 

Minas Gerais possui séculos de tradição nas práticas de fabricar e de 

comercializar queijo, bem como de consumi-lo como hábito alimentar indispensável 

à dieta da população. O preparo especial e a aceitação do queijo Minas Artesanal 

estão entrelaçados com a própria identidade do Estado, além de manter a 

sobrevivência de várias famílias fundamentando a economia de municípios e regiões 

(EMATER, 2003a; MENESES, 2009). 

O queijo Minas artesanal é produzido principalmente, nas regiões do Serro, 

Cerrado (Alto Paranaíba), Canastra, Araxá e Campo das Vertentes consideradas 

tradicionais e protegidas pela Lei no 14.185, de 31 de janeiro de 2002 que possibilita 

a legalidade desses produtos (MINAS GERAIS, 2002b; MINAS GERAIS, 2008) 

(Figura 1).  

 

 
 
Figura 1 - Regiões produtoras do queijo Minas artesanal (EMATER-MG, 2012).  
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Atualmente, existem 213 queijarias cadastradas no Programa Queijo Minas 

Artesanal, sendo 106 na região do Serro, 52 no Cerrado, 31 na Canastra, 23 na região 

de Araxá e 1 no Campo das Vertentes (IMA, 2012). O Programa Queijo Minas 

Artesanal, executado pela EMATER-MG, contempla a organização dos produtores, a 

padronização do processo de fabricação, das queijarias e dos produtos, a 

normatização de processos, as regulamentação de embalagens, a comercialização e, 

finalmente, a certificação da origem e qualidade de seus queijos (EMATER, 2012).  

O programa visa garantir a inocuidade do queijo, por meio do controle 

sanitário no processo de produção, incentivar e fortalecer a organização dos 

produtores, cadastrar os produtores e buscar a certificação de origem e definir a 

cadeia produtiva (EMATER, 2012). O cadastramento é feito pelo Instituto Mineiro 

de Agropecuária (IMA) e somente em 2010 foram cadastradas 34 queijarias e em 

2011 foram 40 queijarias (IMA, 2010; IMA, 2011; IMA 2012).  

Os queijos artesanais também são produzidos em outras regiões do estado, 

mas estas ainda não foram caracterizadas. Em 13 de janeiro de 2011, a Lei 19.492 

alterou dispositivos da Lei n° 14.185 e permitiu-se a ampliação do reconhecimento 

de novas regiões produtoras de queijos artesanais em todo o estado de Minas Gerais 

e não apenas as regiões do Serro, Canastra, Araxá, Cerrado e Campo das Vertentes. 

Apesar desta nova Lei ter entrado em vigor em janeiro de 2011, ainda não há 

queijarias cadastradas de novas regiões produtoras de queijo Minas Artesanal que 

não sejam das 5 regiões tradicionais (MINAS GERAIS, 2011).  

O queijo Minas artesanal é elaborado conforme a tradição histórica e cultural 

da região onde é produzido, a partir do leite cru integral, hígido, recém ordenhado ou 

fresco, retirado e beneficiado na propriedade de origem. No processo de fabricação o 

único ingrediente industrial adicionado ao leite é o coalho, que deve ser bovino e não 

de origem microbiana. O produto final apresenta consistência, cor e sabor 

característicos, massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem 

olhaduras mecânicas (MINAS GERAIS, 2002b).  

O Instituto Estadual do Patrimônio Histórico e Artístico de Minas Gerais – 

IEPHA – MG, em reconhecimento à importância econômica e social desta atividade 

produtiva para o Estado, registrou o modo de fazer do queijo artesanal do Serro como 

“Patrimônio Imaterial de Minas Gerais”, pelo decreto n°42.505 de 15 de abril de 

2002 (MINAS GERAIS, 2002a).  
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A cadeia de queijos artesanais deve ser ressaltada em virtude de sua grande 

importância social no processo de manutenção do homem no campo, enfatizando que 

a existência destes produtos é conseqüência de seu ambiente histórico e cultural e 

estes devem ser preservados. A produção artesanal de queijos em Minas Gerais, 

realizada em fazendas e sítios, se perpetuou, passando de geração em geração e assim 

manteve uma tradição secular que transformou o queijo mineiro num produto 

reconhecido nacionalmente e internacionalmente (RIBEIRO, 1989). 

 

2.2. Caracterização do queijo Minas artesanal 

O queijo fabricado com leite cru desenvolve sabor e aroma mais intensos que 

os fabricados com leite pasteurizado. A microbiota do leite cru é responsável pela 

diversidade de aromas, especialmente em queijos maturados por um longo período e 

que sofrem intensa profundidade da proteólise (%NSTCA 12%/NT) e lipólise.  

Conseqüentemente encontra-se elevados níveis de aminoácidos, ácidos graxos livres  

e compostos voláteis em queijos de leite cru (BACHMANN et al., 2011). 

Na fabricação dos queijos artesanais utiliza-se um ingrediente específico de 

cada região onde é produzido: o fermento lácteo natural, conhecido popularmente 

como “pingo”. O pingo é o soro recolhido dos queijos já salgados que descansam 

sobre a “banca” (mesa com canaletas laterais e ligeiramente inclinada) de um dia 

para o outro. É o soro fermentado reaproveitado da produção do dia anterior, na 

produção seguinte e contribui de maneira relevante na maturação do queijo 

(FURTADO, 1980, NOBREGA et al., 2008). Este ingrediente, quando adicionado ao 

leite cru, direciona a fermentação desejável do queijo na fase inicial do processo de 

fabricação, pois é rico em bactérias láticas específicas de cada região e também pode 

inibir parte de micro-organismos indesejáveis. Dentre as bactérias presentes no pingo 

estão Lactococcus lactis subsp. lactis,  Lactococcus lactis subsp. cremoris,  

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides 

ssp. cremoris e estirpes de Enterococcus sp., dentre outras (PIMENTEL FILHO et. 

al, 2005).  

Lima et al. (2009) estudaram recentemente a microbiota de bactérias láticas 

presentes no leite, no soro fermentado (pingo), na coalhada e no queijo Minas 

artesanal produzido na Cerrado – MG. As espécies de bactérias láticas mais 
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freqüentes encontradas neste estudo foram Lactococcus lactis, Enterococcus spp., 

Enterococcus faecalis e Streptococcus agalactiae.   

Durante a maturação, as enzimas dos micro-organismos presentes no leite cru 

e no pingo e as enzimas do coalho residual atuam especificamente sobre os 

constituintes da massa de queijo, proporcionando o aroma, textura e sabor 

característico (BACHMANN et al., 2011; FOX et al., 2004; MAGALHÃES et al., 

2001). Por este motivo, admite-se que o Queijo do Serro seja uma variedade do 

Queijo Minas, apresentando, porém, sabor característico que o faz um produto 

peculiar. Por outro lado, este guarda as semelhanças do queijo artesanal da Serra da 

Canastra e da Serra do Salitre e Araxá, os quais vêm sendo tratados como similares. 

O queijo Minas artesanal da Canastra apresenta variações nos atributos sensoriais de 

produtor para produtor. No entanto, quando há o uso de pingo, existe maior 

constância do perfil sensorial do queijo (SILVA et al., 2007). 

Os queijos artesanais necessitam cumprir exigências legais em relação a 

padrões microbiológicos estabelecidos pela Lei nº 14.185 (MINAS GERAIS, 

2002b). Estas exigências inicialmente eram idênticas às da legislação federal para 

queijos de alta umidade (umidade entre 46 e 54,9%) (BRASIL, 1996), mas foram 

modificadas pelo Decreto nº 44.864 de 2008 (MINAS GERAIS, 2008), e, 

atualmente, são idênticos aos padrões estabelecidos para queijos de média umidade 

(até 45,9% de umidade expressa em base seca) (BRASIL, 1996) descritos na Tabela 

1.  

 
Tabela 1 – Parâmetros microbiológicos da Lei estadual no 14.185 de 2002 e a 

Legislação Federal para queijos industriais de média umidade. 
 

Micro-organismo 
Lei Estadual Legislação Federal (Queijos) 

Lei no 14.185 Média Umidade 

Coliformes 30º C 
 

n = 5; c = 2; m = 1.000; M = 5000 
 

n = 5; c = 2; m = 1.000; M = 5000 
 

Coliformes 45º C 
 

n = 5; c = 2; m = 100; M = 500 
 

n = 5; c = 2; m = 100; M = 500 
 

Staphylococcus* 
Coagulase + 

 

n = 5; c = 2; m = 100; M = 1000 
 

n = 5; c = 2; m = 100; M = 1000 
 

Listeria sp. 
 

n = 5; c = 0; m = 0 
 

n = 5; c = 0; m = 0 
 

Salmonella sp. 
 

n = 5; c = 0; m = 0 
 

n = 5; c = 0; m = 0 
 

Fonte: BRASIL, 1996; MINAS GERAIS, 2002b; MINAS GERAIS, 2008. 
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Várias pesquisas (Tabela 2) vêm sendo realizadas com o intuito de se 

conhecer a composição físico-química dos queijos artesanais. As variações nas 

características físico-químicas encontradas nos queijos artesanais produzidos em 

cada uma das regiões de Minas Gerais demarcadas refletem nas características 

peculiares de sabor, textura e aroma, conforme citado anteriormente. Os queijos 

fabricados com leite cru possuem sabor mais intenso e diversificado se comparados 

aos queijos de leite pasteurizado, o que lhes conferes características próprias 

(BACHMANN et al., 2011). 

 

Tabela 2 – Características físico-químicas do queijo Minas artesanal produzido em 
diferentes regiões de Minas Gerais. 

 

Região Maturação 
(dias) 

pH Gordura 
(% m/m) 

Umidade 
(% m/m) 

Cloretos 
(% m/m) 

Exten- 
são 

 

Profun- 
didade 

Proteína 
total 

(% m/m) 
Referência 

Canastra1/ 8 dias 5,14 27,59 44,93 1,64 14,32 11,87 24,81 Silva et al., 2011 

Canastra2/ 8 dias 5,36 28,51 42,52 2,21 10,36 7,18 23,07 Silva et al., 2011 

Serro 14 dias 5,01 27,83 38,47 1,96 ~ 12,00 ~ 7,00 ..... Pinto et al., 2011 

Canastra1/ 2 dias 5,20 27,50 38,80 2,00 8,90 6,90 22,30 
Costa Junior et al., 

2009a e 2009b 
 

Canastra2/ 2 dias 5,50 21,80 52,00 2,20 10,70 6,70 19,90 
Costa Junior et al., 

2009a e 2009b 
 

Serro 6 dias 4,98 29,22 50,84 4,39 ..... 9,18 17,06 Machado et al., 2004 

Araxá 8 dias 4,85 28,29 45,05 2,06 9,35 5,43 24,40 Martins et al., 2004a 

Alto Paranaíba 8 dias 5,08 26,50 43,12 1,74 10,34 4,26 25,20 Martins et al., 2004b 

Serro 8 dias 4,75 28,21 48,22 1,62 11,01 4,62 22,40 Martins et al., 2004c 

1/ período das águas; 2/ período da seca.  

 
As variações encontradas nestes diferentes estudos (Tabela 2) ocorrem devido 

a diversos fatores como a microbiota endógena local do leite cru e do pingo ligada a 

fatores físicos, geográficos e naturais (solos, pastagens, altitude, clima, relevo e 
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vegetação) (IEPHA, 2011). Outros fatores que afetam a composição dos queijos são 

as estações do ano, as diferentes técnicas empregadas na fabricação, as condições de  

maturação (temperatura e umidade relativa do ar), a alimentação animal, a 

heterogeneidade racial do rebanho leiteiro e variações de manejo (COSTA JUNIOR 

et al., 2009a; SILVA et al., 2011).  

 

2.3. O queijo Minas artesanal da região de Araxá 

A região de Araxá está localizada no Planalto de Araxá, integrando a região 

do Alto Paranaíba, no sudoeste do estado de Minas Gerais, sendo que suas terras 

formaram, no passado, um amplo território. Estabelecido como um dos primeiros 

núcleos de ocupação colonial que incluía, ainda, o chamado Triângulo Mineiro, 

Araxá nasceu como fruto da atuação dos criadores de gado e dos tropeiros na lida 

diária em busca da sobrevivência (EMATER, 2003b). 

O clima de Araxá é temperado com inverno seco e verão chuvoso. A 

temperatura média do mês mais quente é superior a 22 oC e do mês mais frio é 

inferior a 18oC. A umidade relativa média é de 75,6% (EMATER, 2003b). As 

diferentes temperaturas e umidade relativa do ar podem influenciar nas condições de 

maturação do queijos nas câmaras (FOX, 2004), visto que estes parâmetros não são 

controlados. 

 O queijo Minas artesanal de Araxá é produzido nos municípios de Araxá, 

Campos Altos, Ibiá, Pedrinópolis, Perdizes, Sacramento, Santa Juliana, Uberaba, 

Conquista, Pratinha e Tapira (Figura 2). Anualmente, 11.000 toneladas de queijos 

são colocadas no mercado por 1.136 propriedades, gerando cerca de 2.840 empregos 

diretos (EMATER, 2003b). 
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Figura 2. Região de produção queijo Minas artesanal de Araxá – MG (EMATER-

MG, 2012). 
 

O queijo de Araxá possui formato cilíndrico, com aproximadamente 14 a 17 

cm de diâmetro e 4 a 7 cm de altura. A casca forma uma crosta fina e amarelada 

quando maturada e em seu interior possui cor amarelo claro, próximo ao branco, com 

textura firme e sabor levemente ácido (EMATER, 2003b).  

No processo de fabricação (Figura 3), adiciona-se ao leite cru o fermento 

natural (ou “pingo”) e o coalho. A filtração do leite é feita após a ordenha, em tecido 

de algodão popularmente conhecido como “tecido volta ao mundo” ou peneira 

plástica e tem por objetivo eliminar a presença de sujidades (ARAÚJO, 2004).  
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Figura 3 – Processo de fabricação do queijo Minas Artesanal de Araxá (EMATER, 
2003b). 

 

A coagulação do leite é feita em tambores plásticos (bombonas) na maioria 

das propriedades de Araxá, o que dificulta o corte da massa, principalmente pelo uso 

de pás que muitas vezes são de madeira, o que caracteriza como potencial fonte de 

contaminações do produto (FERREIRA e FERREIRA, 2011). O uso de pás e 

bombonas plásticas contribui também para um produto sem uniformidade, além de 

gerar perdas de finos no soro e diminuir o rendimento de fabricação do queijo 

(ARAÚJO, 2004).  

A dessoragem e a prensagem da massa é feita com as mãos, juntamente com 

o tecido volta ao mundo quando, em seguida os queijos são acondicionados em 

formas plásticas sem fundo. O processo de salga é realizado em 2 etapas: na primeira 
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o sal grosso é distribuído sobre os queijos, logo após a enformagem permanecendo 

por aproximadamente 6 horas e a segunda é realizada depois da viragem do queijo 

com duração de 12 a 18 horas (ARAÚJO, 2004)..  

Após a salga o queijo é lavado com água para retirar o excesso de sal e passa 

por um processo denominado grosagem que é a raspagem da casca do queijo para 

fins de acabando. Após esta etapa, o queijo permanece em prateleiras de madeira 

para completar a maturação, em temperatura ambiente e sem controle de umidade 

relativa do ar (ARAÚJO, 2004). 

Economicamente, a produção do queijo Araxá tem aspecto relevante, pois 

dinamizou a produção local de tal forma que em torno dele constituiu-se um 

mercado, gerando divisas para a cidade e para a região. A dificuldade de escoamento 

da produção de leite cru, o isolamento das propriedades, situadas em locais de difícil 

acesso e a distância dos grandes laticínios ainda são indicadores que estimulam a 

produção deste tipo de queijo (EMATER, 2003b).  

 

2.4. A segurança dos queijos artesanais 

O Queijo Minas Artesanal é um patrimônio cultural do Estado e sua fabricação 

é uma tradição nas regiões produtoras. No entanto, este produto é feito com leite cru, 

sem a proteção prévia da pasteurização e pode representar um risco à saúde pública 

se não seguir com rigor os cuidados sanitários durante o processo de produção (IMA, 

2010). Dessa forma, quando há procedimentos que apresentam ausência das Boas 

Práticas, nas etapas do processamento do queijo Minas artesanal, há exposição deste 

a muitas fontes de contaminação, o que compromete diretamente a sua qualidade, 

além de afetar a saúde do consumidor (PINTO et al., 2009b).  

A comercialização de queijos elaborados a partir de leite cru é proibida no 

Brasil, quando o prazo de maturação é menor que 60 dias (BRASIL, 1996), devido 

ao risco potencial que representa à saúde do consumidor, oriundo das condições 

precárias de processamento nas fazendas produtoras e clima desfavorável para 

manuseio do leite cru a temperatura ambiente (CARIDI et al., 2003).  

Os queijos artesanais são protegidos pela Lei 14.185, de 31 de janeiro de 2002 

(MINAS GERAIS, 2002b), que permite que estes sejam fabricados e 

comercializados seguindo parâmetros diferenciados. Até 2011 a comercialização dos 
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queijos artesanais com menos de 60 dias de maturação era permitida, no entanto 

somente dentro do estado de Minas Gerais. Para isso, as queijarias deveriam ser 

cadastradas pelo IMA e os queijos deveriam possuir valores de umidade e contagens 

microbiológicas dentro dos limites permitidos por esta Lei, não existindo, portanto 

um período de maturação específico exigido para os queijos artesanais.  

Contudo, a partir de 15 de dezembro de 2011, por meio da IN 57 do MAPA, 

foi permitida a comercialização do queijo Minas artesanal com período de maturação 

inferior a 60 dias fora do Estado de Minas, desde que sejam cumpridas as condições 

exigidas por esta Instrução Normativa (BRASIL, 2011). Estudos técnico-científicos 

devem comprovar que a redução no período de maturação não compromete a 

qualidade e a inocuidade do queijo (BRASIL, 2011). 

Com a IN 57, os queijos Minas artesanais serão incluídos no Sistema Brasileiro 

de Inspeção de Produto de Origem Animal (SISBI-POA) do Sistema Unificado de 

Atenção à Sanidade Agropecuária (SUASA). Hoje, os queijos artesanais podem ser 

comercializados na cidade de origem com o selo do Serviço de Inspeção Municipal 

(SIM), ou dentro do Estado com o selo do Serviço de Inspeção estadual (SIE). A 

partir da inclusão dos lácteos no SUASA, os produtos com os selos estaduais e 

municipais poderão ser comercializados em todo o País, com equivalência ao selo do 

Serviço de Inspeção Federal (SIF) (MAPA, 2011).  

Os queijos fabricados com leite cru e que passam por um curto período de 

maturação podem oferecer riscos ao consumidor devido à possível presença de 

patógenos. Além de microorganismos benéficos, o leite cru pode conter uma 

variedade de bactérias patogênicas e bactérias com um estado controverso de 

segurança, por exemplo, enterococos exibindo resistência a antibióticos e bactérias 

produtoras de aminas biogênicas (BACHMANN et al., 2011).  

A contaminação do leite começa no momento da ordenha, quando essa é 

realizada sem obedecer aos preceitos de higiene adequados. O próprio ordenhador é 

fonte de contaminação do produto, além dos equipamentos, água utilizada, sanidade 

inadequada do rebanho e condições de higiene praticadas nas diferentes fases de 

fabricação e comercialização do queijo artesanal (PINTO et al., 2004; PAULA et al., 

2007). A sobrevivência de patógenos presentes no leite cru é  dependente da 

tecnologia utilizada no processamento de queijo. A taxa de acidificação e a 

combinação de tempo-temperatura do processo, mesmo durante a maturação, bem 
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como a umidade e teor de sal dos queijos constituem os principais fatores que afetam 

a sobrevivência e a multiplicação de patógenos (BACHMANN et al., 2011). 

Em um estudo conduzido por Pinto et al. (2009b) acerca das fontes de 

contaminação do queijo Minas artesanal do Serro, foi verificada que a ausência de 

bons hábitos higiênicos dos manipuladores foi relacionada às contagens de 

coliformes 30ºC e E. coli, enquanto a presença de animais domésticos obteve 

correlação com a pesquisa de coliformes 30ºC e S. aureus. 

Devido ao grande risco para os consumidores, queijos elaborados a partir de 

leite cru foram abandonados na Espanha e na Grécia desde o final da década de 80. 

Estes são agora produzidos de forma semi-artesanal, envolvendo a pasteurização e a 

substituição de equipamentos tradicionais por outros modernos, capazes de atender 

aos padrões higiênicos e tecnológicos, sendo ainda necessária a qualificação dos 

manipuladores, aliada às boas práticas de fabricação para a produção de um queijo 

que atenda aos padrões estabelecidos pela legislação vigente (OLARTE et al., 1999; 

MANOLOPOLOU et al., 2003). 

Além dessas alternativas, as bactérias láticas presentes no leite cru e em 

fermentos naturais podem produzir compostos antimicrobianos contra bactérias que 

causam doenças que podem ser veiculadas por alimentos (PINTO et al., 2009a), o 

que caracteriza uma forma de controle dessas bactérias patogênicas nos produtos 

lácteos. No entanto, em um estudo realizado por PINTO et al. (2009a), foi 

comprovado que as bactérias lácticas presentes no leite e no fermento natural não são 

suficientes para garantir a ausência de Listeria innocua em queijo Minas artesanal do 

Serro, mesmo após 60 dias de maturação, como é exigido pela legislação brasileira 

(PINTO et al., 2009a). 

Em estudo realizado com queijo Minas Frescal produzido artesanalmente, foi 

reportado que em 96,67% do total de 30 amostras foram encontradas contagens de S. 

aureus superiores a 10³ UFC.g-1, estando apenas 1 amostra (3,33%) em 

conformidade com o padrão legal (LOGUERCIO e ALEIXO, 2001). Ferreira et al 

(2011) avaliaram a qualidade microbiológica do queijo Minas Frescal artesanal e os 

resultados obtidos mostraram que 90% das amostras estavam com contagem acima 

do padrão estabelecido para Staphylococcus coagulase positiva.  

Souza et al. (2003) verificaram que para o queijo artesanal Serrano é 

necessário um tempo de maturação superior a trinta dias como fator de estabilização 

microbiológica. Na maioria das vezes, a maturação não é um fator respeitado no que 
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diz respeito ao comércio de queijos artesanais. O produtor do queijo artesanal é 

necessário devido ao seu papel social, mas pode ser um empecilho às adequações, 

uma vez que é pressionado a entregar o queijo sem maturá-lo (PINTO et al., 2004) e, 

por isso, o queijo não atinge o período necessário para que  esteja estável 

microbiologicamente e, consequentemente, de qualidade satisfatória. 

Os patógenos mais freqüentemente encontrados em queijos de leite cru são S. 

aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella spp. Se a contagem 

de S. aureus excede 105 UFC.g-1, quantidades significativas de enterotoxinas de 

estafilococos (SET) podem ser formadas e permanecerão na coalhada por meses, 

embora as bactérias diminuam progressivamente durante o período de maturação 

(BACHMANN et al., 2011). Por este motivo, esse micro-organismo deve ser motivo 

de preocupação e de pesquisas. 

 

2.5. Staphylococcus spp.  

2.5.1.  Características gerais 

As bactérias do gênero Staphylococcus são cocos Gram-positivos, 

pertencentes à família Micrococcaceae e aparecem na forma de aglomerados que 

lembram um cacho de uva, quando vistos ao microscópio (TORTORA et al., 2005; 

SILVA et al., 2010). Estes micro-organismos são anaeróbios facultativos, mesófilos, 

halotolerantes (toleram concentrações de 10% a 20% de sal) e se desenvolvem em 

valores de atividade de água entre 0,83 e 0,99 (JAY, 2005).  

O homem e os animais são os principais reservatórios de S. aureus. A 

cavidade nasal é o principal habitat dos estafilococos no homem, assim como a pele e 

as mucosas. Podem ser encontrados nas mãos de manipuladores, em feridas 

contaminadas, no úbere de vacas com mastite e no ambiente (HOBBS e ROBERTS, 

1998).  

Estão incluídas no gênero Staphylococcus sp. pelo menos 46 espécies, dessas, 

somente sete são coagulase positivas e geralmente produzem termonuclease, são 

elas: Staphylococcus aureus subspécie aureus, Staphylococcus aureus subspécie 

anaerobius, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus 
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lutrae, Staphylococcus pseudointermedius, Staphylococcus schleiferi, 

Staphylococcus delphini (EUZÉBY, 2012).  

Os Staphylococcus coagulase positiva são aquelas espécies capazes de 

coagular o plasma do sangue de coelho e estão associadas à produção de 

enterotoxinas. Neste grupo, a espécie mais conhecida é S. aureus (PINTO et al., 

2006).  

No entanto, algumas espécies são coagulase negativas como Staphylococcus 

gallinarum, Staphylococcus simulans, Staphylococcus equorum, Staphylococcus 

lentus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus 

haemolyticus, S. simulans, S. chromogenes, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. 

hominis (VERNOZY-ROZAND et al., 1996; PINTO et al., 2006; COTON et al., 

2010, PIENSSENS et al., 2012) e podem produzir toxinas.  

No Brasil não há legislação com determinação de limites para Staphylococcus 

coagulase negativa em alimentos (FREITAS et al., 2009). A Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) e o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento) reconhece apenas os Staphylococcus coagulase positiva como 

produtores de enterotoxina (BRASIL, 1998; VERAS et al., 2008), mesmo com 

estudos que relatam a produção de toxinas por estirpes de Staphylococcus coagulase 

negativa (CRASS e BERGDOLL, 1986; DE LUCA, 1997; AARESTRUP et al., 

1999). 

 

2.5.2.  Intoxicação alimentar e enterotoxinas de Staphylococcus spp. 

Em muitos países, o S. aureus é considerado o segundo ou terceiro patógeno 

mais comum responsável por surtos de intoxicação alimentar (VERAS et al., 2008). 

A intoxicação causada por S. aureus, manifesta-se logo após a ingestão do alimento 

contaminado por enterotoxinas pré-formadas (BORGES et al., 2008). As 

enterotoxinas são proteínas extracelulares de baixo peso molecular, hidrossolúveis, 

resistentes a cocção e às enzimas proteolíticas do sistema digestivo como a pepsina. 

Por isso, mantém a atividade após a digestão do alimento (SILVA et al., 2010).  

A intoxicação alimentar estafilocócica é uma doença comum, muitas vezes 

transmitida por alimentos submetidos ao manuseio inadequado, uma vez que os 

manipuladores de alimentos podem ser portadores de Staphylococcus spp. (PINTO et 

al., 2006). 
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A intoxicação geralmente não é letal, sendo os idosos mais susceptíveis à 

intoxicação via ingestão de alimentos do que os jovens. Somente em casos isolados, 

doses agudas de enterotoxinas podem causar a morte devido a complicações e à 

intensidade dos sintomas. A reação do indivíduo varia de acordo com o seu grau de 

susceptibilidade, com a concentração da enterotoxina presente no alimento e com a 

quantidade de alimento ingerida (BORGES  et al., 2008).  

Após a ingestão do alimento contendo a toxina estafilocócica, os sintomas 

começam de forma aguda, com náuseas, vômitos, cólicas abdominais, diarréia, 

calafrios e presença ou não de febre. A duração dos sintomas é de aproximadamente 

24-48 horas, quando há suporte e cuidados apropriados (VERAS et al., 2008).  Na 

maioria dos casos, a intoxicação estafilocócica não é notificada no Brasil pela 

população e a classe médica aos órgãos de Vigilância Sanitária, pois se trata de uma 

doença de curso rápido e na maioria dos casos os indivíduos afetados não necessitam 

de atendimento médico (BORGES  et al., 2008). 

A produção de níveis de toxinas necessária para ocasionar a intoxicação 

ocorre com 105 a 106 micro-organismos por grama do alimento, no entanto este valor 

é afetado pela temperatura, pH, atividade de água, concentração de sal e 

disponibilidade de oxigênio (SILVA e GOMES, 2001; BORGES et al., 2008). Estas 

toxinas causam síndromes e têm sido associadas a surtos de intoxicação alimentar e 

causadoras de complicações do sistema auto-imune. As toxinas estafilocócicas 

representam a família dos principais grupos sorológicos de toxinas termoestáveis; 

elas agem como potentes toxinas gastrintestinais e também como superantígenos que 

estimulam a proliferação não-específica das células T (BALABAN e RASOOLY, 

2000). A quantidade de toxina requerida para o aparecimento dos sintomas de 

intoxicação é baixo, da ordem de 20ng a 1µg (PELISSER et al., 2009). 

Há cerca de 10 anos eram nove as toxinas estafilocócicas conhecidas: SEA, 

SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI e SEJ (BALABAN e RASOOLY, 2000), 

sendo a toxina SEC subdividida em SEC1, SEC2 e SEC3 (CARMO et al., 2002). No 

entanto, novas toxinas foram isoladas em estudos recentes: SEK, SEL, SEM, SEN, 

SENv, SEO, SEP, SEQ, SER , SEU, SEUv (JERRAUD et al., 2001; FITZGERALD 

et al., 2001; ORWIN et al., 2001; YARWOOD et al., 2002, LETERTRE et al., 2003; 

OMOE et al., 2003; BLAIOTTA et al., 2004; SCHERRER et al., 2004; OMOE et al., 

2005).  
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Apesar da variedade de enterotoxinas estafilocócicas existentes, 95% dos 

casos de intoxicação alimentar são causadas pelas enterotoxinas clássicas: SEA, 

SEB, SEC, SED e SEE (PELISSER et al., 2009). As toxinas SEC e SED estão 

associadas à contaminação animal, enquanto as toxinas SEA e SEB estão 

relacionadas à contaminação de origem humana (FREITAS et al., 2009; 

BERGDOLL et al., 1990). 

 

2.5.3.   S. aureus em leite e derivados 

O S. aureus é a espécie contaminante de maior prevalência em leite e queijos, 

principalmente os artesanais, incluindo estirpes de estafilococos enterotoxigênicas e 

está frequentemente associado a surtos de intoxicação alimentar (VERAS et al., 

2003; BORGES et al., 2008; FREITAS et al., 2009). O principal reservatório do S. 

aureus é o quarto de teto infectado de vacas com mastite, o que caracteriza fonte 

comum de contaminação do leite (AHMADI et al., 2010). O leite cru pode 

representar risco à saúde do consumidor, especialmente nos casos em que não há 

padrões sanitários adequados do leite e seus derivados ou em casos de pasteurização 

deficiente (SANTOS et al., 1981).  

 Em pesquisa realizada com o Queijo Canastra por Dores (2007), os níveis de 

S. aureus encontrados estavam acima do indicado pela legislação (MINAS GERAIS, 

2002b) e somente aos 22 dias de maturação sob temperatura ambiente, atingiram os 

níveis microbiológicos recomendados. Neste mesmo trabalho, não foi detectada 

toxina estafilocócica, embora outros autores (ORNELAS, 2005; BORELLI et al., 

2006) em trabalhos anteriores, nessa mesma região, tenham detectado a presença 

desta nos queijos avaliados. Em pesquisa realizada por Pinto (2004), o queijo Minas 

artesanal do Serro apresentou índices de Staphylococcus sp. acima de 106 UFC.g-1, 

embora não tenha sido detectada a presença de enterotoxinas (PINTO, 2004).  

Freitas et al. (2009) identificaram Staphyloccocus coagulase positiva em 

amostras de queijo de coalho. As contagens variaram de 102 a 106 UFC.g-1. Os genes 

toxigênicos SEG, SEH, SEI e SEJ foram identificados em 18 dos 20 isolados de 

Staphyloccocus sp.  

O queijo Minas artesanal do Serro pode oferecer risco à saúde do consumidor 

por apresentar média de contaminação por Staphylococcus coagulase positiva de 1,2 

x 106 UFC.g-1 (BRANT et al., 2007). 
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Feitosaet al. (2003) encontraram contagens de S. aureus variando de 107 a 108 

UFC.g-1 em amostras queijo de coalho e contagens de 102 a 106 UFC.g-1 em amostras 

de queijos manteiga comercializados no Rio Grande do Norte. 

Recentemente, em estudos conduzidos por Borelli et al. (2011), em queijos 

Minas artesanais da região da Canastra foram encontradas contagens de  

Staphylococcus spp. entre 103 e 108 UFC.g-1 ao longo dos 60 dias de maturação. 

Neste mesmo estudo, todos os isolados coagulase positivos nos testes fisiológicos 

apresentaram o gene coa e nenhum dos isolados de Staphylococcus apresentou os 

genes que codificam para a produção das enterotoxinas SEA, SEB, SEC ou SED. 

Como esperado, devido à ausência de genes que codificam as enterotoxinas, as 

mesmas não foram detectadas em nenhuma das amostras de queijo analisadas. 

 

2.5.4. Técnicas moleculares para identificação de S. aureus e suas respectivas 
enterotoxinas  

A identificação de S. aureus em alimentos pode ser feita com três objetivos 

diferentes: o primeiro, relacionado com a saúde pública, para confirmar o 

envolvimento em surtos de intoxicação alimentar. O segundo, relacionado com o 

controle da qualidade higiênico-sanitária dos processos de produção de alimentos, 

em que S. aureus serve como indicador de contaminação pós-processo ou das 

condições de sanitização das superfícies destinadas ao contato com alimentos. E o 

terceiro objetivo é verificar se o alimento é uma fonte potencial de S. aureus (SILVA 

et al., 2010). 

Algumas técnicas moleculares como a Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) são utilizadas para a identificação de isolados de S. aureus e seus respectivos 

genes específicos de enterotoxinas em estudos epidemiológicos. As técnicas 

bioquímicas (testes de produção de catalase, termonuclease, coloração de Gram) 

também são utilizadas para identificação de S. aureus. No entanto, requerem mais 

tempo e o baixo número de bactérias pode não ser detectado e conferir resultados 

falso negativos (AHMADI et al., 2010). 

A PCR copia as fitas da sequência de DNA desejada, amplificando o DNA 

alvo. O processo envolve ciclos de variação da temperatura. Com o aquecimento, as 

fitas de DNA são separadas; em seguida, a temperatura é abaixada para que os 

primers anelem-se ao DNA por complementariedade de bases. Em seguida, com 
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pequena elevação da temperatura, a enzima Taq DNA polimerase, em presença de 

outros fatores e dos dNTPs (nucleotídeos trifosfatados), copia a fita molde. Assim, 

novas fitas de DNA são produzidas a cada ciclo (BONETTI et al., 2006).  

Na técnica de PCR todos os reagentes necessários são adicionados em um 

termociclador que ajusta temperatura, tempo e número de ciclos desejados. O 

processo ocorre exponencialmente e após 25 a 40 ciclos de amplificação (elevação e 

abaixamento da temperatura) são obtidas bilhões de cópias do segmento do DNA de 

interesse, material que pode, então, ser examinado com facilidade. A interpretação 

dos resultados é feita pela análise da amostra amplificada em eletroforese em gel de 

agarose (BONETTI et al., 2006). 

A PCR é um método útil na detecção dos genes responsáveis pela 

identificação do patógeno e de enterotoxinas estafilocócicas, apresentando-se como 

uma técnica de rápida execução, que pode ser feita em horas, além de ser sensível, 

pois poucas células de patógenos são necessárias para produzir um diagnóstico 

positivo (AHMADI et al., 2010). A identificação do gene coagulase (coa) e do gene 

femA pela PCR é efetiva para comprovar a presença S. aureus em fontes humanas e 

animais. O gene femA codifica um fator essencial para a resistência a meticilina e é 

universalmente presente em todos os isolados de S. aureus (MEHROTRA et al.,  

2000).  

Ahmadi et al. (2010) detectaram o gene coa em amostras de leite cru como 

um método desenvolvido para identificação de S. aureus. Estes autores ressaltam que 

a técnica de PCR é um método rápido e de alta sensibilidade para diagnóstico de S. 

aureus em leite cru. Das 100 amostras de leite testadas, 14% foram positivos nas 

análises utilizando meio de cultura, enquanto 21% das amostras foram positivas 

usando a amplificação do gene coa, demonstrando maior sensibilidade de detecção 

da técnica de PCR. 

A técnica de PCR-multiplex permite que numa mesma reação sejam 

detectados vários genes responsáveis pelas enterotoxinas (CREMONESI et al., 

2005). A PCR-multiplex foi empregada para investigar a presença de genes de 

enterotoxinas estafilocócicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) e do gene femA, 

específico para S.aureus, em estirpes de estafilococos coagulase positiva isoladas de 

queijos e derivados cárneos comercializados em Santa Catarina. De 102 estirpes, 91 

foram positivas para femA, 10 para sea, 12 para sed e 4 para see. Neste estudo 

também se verificou que produtos inspecionados pelo SIF (Serviço de Inspeção 
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Federal) apresentaram contagens de S. aureus inferiores (média de 1,4 x 103 UFC.g-

1) quando comparados a produtos inspecionados pelo SIE (Serviço de Inspeção 

Estadual)  e SIM (Serviço de Inspeção Municipal), médias de 1,5 x 105 UFC.g-1 e 1,7 

x 105 UFC.g-1 respectivamente (PELISSER et al., 2009). 

Um estudo realizado por Freitas (2009)et al. comprovou que os genes 

toxigênicos tst, sec, sed, seg, seh, sei e sej foram identificados em 18 dos 20 isolados 

de Staphylococcus spp. em queijo de Coalho, com os seguintes percentuais 5, 11, 9, 

20, 16, 25 e 14% respectivamente.  

 

2.6. Bacteriocinas de bactérias láticas  

As bactérias láticas desempenham importante papel na fabricação da maioria 

dos queijos devido a produção de ácido lático que auxilia na sinérese do gel e na 

desmineralização da coalhada. Além disso, essas bactérias possuem a capacidade de 

inibir ou reduzir a multiplicação de bactérias Gram-positivas,  como importantes 

patógenos de veiculação alimentar como Listeria monocytogenes, Clostridium 

botulinum, Bacillus cereus e S. aureus, por meio da produção de compostos 

antagônicos. Estes compostos são formados em pequenas quantidades a partir do 

catabolismo celular, dentre os quais estão as bacteriocinas (MORENO et al., 2008; 

LEROY & VUYST, 2010; MELLO et. al., 2010).  

As bacteriocinas são proteínas, complexos protéicos ou peptídeos 

biologicamente ativos sintetizados no ribossomo e liberados no meio extracelular. 

Têm ação em bactérias Gram-positivas, retardando ou inibindo sua multiplicação 

(CLEVELAND et al, 2001, NASCIMENTO et al., 2008). 

O estudo das bacteriocinas começou em 1925, com a descoberta das colicinas 

produzidas por Escherichia coli. Apesar das limitações, como a bactéria em questão 

(não desejável em alimentos) e o foco das pesquisas serem os micro-organismos 

Gram- negativos, foi possível o desenvolvimento de métodos de detecção e 

isolamento de outras classes de bacteriocinas (ROSA e FRANCO, 2002). 

Existem dois tipos de bacteriocinas. As mais comuns exibem um espectro de 

atividade apenas contra as espécies homólogas e as demais possuem ação contra uma 

variedade de micro-organismos Gram-positivos (MORENO et al., 2008). As 

bactérias láticas, as bacteriocinas produzidas por elas e seu espectro de atividade 

estão demonstrados na Tabela 3. 
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Tabela 3. Bacteriocinas produzidas por bactérias lácticas e que apresentam amplo 
espectro de atividade 

 

Espécie produtora Bacteriocina Espectro de atividade 

L. lactis subsp. lactis Nisina Bactérias Gram-positivas 

 Lacticina 481 Clostridium 

 Bacteriocina V e VII Clostridium 

Lactobacillus acidophilus Lactacina F Enterococcus faecalis 

L. curvatus Curvacina A Listeria monocytogenes 

Enterococcus faecalis   

L. carnis Bacteriocina S Enterococcus 

  Listeria 

L. sake Sakacina A Enterococcus sp. 

 Sakacina P Listeria monocytogenes 

  Listeria monocytogenes 

  Enterococcus faecalis 

Lactobacillus sp. Bacteriocina Clostridium ramnosum H1 

Leuconostoc Leucocina A-UAL 187 Listeria monocytogenes 

  Enterococcus faecalis 

Leuconostoc mesenteroide Mesenterocina 5 Listeria monocytogenes 

 Mesenterocina Y105 Listeria monocytogenes 

Pediococcus pentosaceus Pediocina A Bactérias Gram-positivas 

Pediococcus Pediocina PA1 Listeria monocytogenes 

Streptococcus bovis HC5 Bovicina HC5 
Listeria monocytogenes 
S. aureus 

 (Fonte: Mantovani et al., 2002, Moreno et al., 2008, Pimentel Filho 2010a, Pimentel Filho 2010b). 
 

Uma bacteriocina pode ser empregada na indústria de alimentos desde que a 

linhagem produtora tenha status Generally Recognized as Safe (GRAS). Deve 

apresentar amplo espectro de inibição sobre os principais patógenos de alimentos ou 

ser amplamente específica sobre algum deles, deve ser termoestável e não deve 

apresentar riscos ao consumidor. Deve também aumentar a segurança do alimento, 

sem afetar a qualidade nutricional e sensorial do mesmo (NASCIMENTO et al., 

2008). 

A nisina é a bacteriocina mais conhecida, aprovada para a conservação de 

alimentos há mais de 50 anos, em vários países. As outras bacteriocinas mais 
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estudadas são as pediocinas e as enterocinas, principalmente devido è sua ação anti-

Listeria (NASCIMENTO et al., 2008). Outra bacteriocina estudada na inibição de 

bactérias deterioradoras e patogênicas veiculadas por alimentos é a bovicina HC5 

(produzida por Streptococcus bovis HC5) e possui potencial inibidor igual ou maior 

do que o da nisina (PIMENTEL FILHO et al., 2010). 

 

2.7. Nisina 

A nisina é uma bacteriocina naturalmente produzida em produtos 

fermentados, foi descoberta em 1928 e vem sendo consumida há séculos (MELO et 

al., 2005). É utilizada em mais de 50 países, nos mais diversos produtos como 

queijos, inclusive queijos processados, vegetais, frutas enlatadas, produtos de 

padaria, cremes de confeitaria, leite, produtos lácteos, pudins, carne processada, 

embutidos (MORAES, 2002), ovo líquido, molhos, sopas, conservas, cervejas, 

sobremesas, pescados, maionese, alimentos infantis (BENKERROUM et al., 2002).  

No Brasil, seu uso é permitido, com limite de 12,5 mg.kg-1 de produto final 

para todos os tipos de queijos (BRASIL, 1996) e requeijão (BRASIL, 1997). Possui 

baixa toxidade e eficiência como conservante de alimentos, além de ser considerada 

GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo comitê do Codex Alimentarius da FAO 

(Food and Agriculture Organization) (MELO et al., 2005). Cleveland et al. (2001) 

avaliaram a produção de nisina por 40 estirpes de L. lactis subsp. lactis e observaram 

que a bacteriocina foi produzida por 35 estirpes.  

A molécula da nisina (Figura 3) é um peptídeo de 34 aminoácidos que possui 

peso molecular de 3,5 kDa, sendo formada por oito alaninas, quatro ácidos 

aminobutíricos (ABA), três glicinas, três isoleucinas, três lisinas, duas leucinas, duas 

histidinas, duas metioninas, uma serina, uma valina, uma prolina, uma asparagina e 

os aminoácidos incomuns deidroalanina (DHA) e deidrobutirina (DHB) (MELO et 

al., 2005). 
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Figura 4. Representação da estrutura química da molécula de nisin (SEBTI e COMA, 
2002; MELO, 2005). 

 
Uma propriedade química importante da nisina é sua considerável resistência 

térmica, especialmente em valores de pH ácidos, suportando aquecimento de 115 ºC 

durante 20 minutos com inativação inferior a 5 % em pH 3,0 (ADAMS, 2003).  

A nisina possui amplo espectro de ação contra a maioria das bactérias Gram-

positivas, inclusive as formadoras de esporos, sendo seu principal mecanismo de ação 

relacionado à formação de poros na membrana citoplasmática, por meio da interação 

eletrostática com os fosfolipídeos da membrana, resultando no extravasamento de 

material celular e conseqüentemente à morte (McAULIFFE et al., 1998; ADAMS, 

2003).  

Pinto et al. (2011) verificaram o efeito antagônico de nisina sobre S. aureus 

em queijo Minas artesanal do Serro. Neste estudo, a bacteriocina foi efetiva na 

redução da população de S. aureus entre a inoculação da nisina no leite até o 

momento da obtenção da massa. Houve uma redução de 1,2 e 2,0 ciclos log na 

contagem de S. aureus a partir do sétimo dia de maturação para os queijos contendo 

100 UI.mL -1 e 500 UI.mL -1 de nisina, respectivamente, em comparação ao queijo 

controle.  

Kykkidou et al. (2007) avaliaram o uso da nisina como um tratamento 

antimicrobiano, com o objetivo de aumentar a vida-de-prateleira de Queijo Galotyri. 

Os queijos foram inoculados com 50 UI.g-1 e 150 UI.g-1 de nisina e foram 

armazenados em condições aeróbias, a 4oC, por 42 dias. Houve um aumento na vida 

de prateleira dos queijos de 21 dias no queijo controle, para 35 dias nos queijos 

adicionados de 50 UI.g-1 de nisina e 42 dias naqueles adicionados de 150 UI.g-1 

(KYKKIDOU, et al., 2007). 
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Rodríguez et al. (1998), avaliaram a ação da nisina sobre L innocua em 

Queijo manchego. Foram realizados 4 tratamentos distintos com adição de (1) 1% 

Lactococcus lactis subsp lactis e coalho, (2) 1% de fermento mesofílico e coalho, (3) 

1% Lactococcus lactis subsp lactis + 1% de fermento mesofílico e coalho e (4) sem 

fermento e com coalho. Apenas nos queijos adicionados de L. lactis havia nisina 

detectável, sendo que no queijo adicionado apenas de L. lactis foi significativamente 

maior que quando em conjunto com fermento. A redução de L. innocua foi 

significativamente maior no tratamento em que se usou somente L. lactis (4,62 log 

UFC.g-1). 

Os estudos supracitados indicam que a nisina pode ser uma alternativa para 

inibir bactérias Gram-positivas, principalmente em leite e derivados, no entanto, é 

necessário que pesquisas sejam conduzidas em cada tipo de produto, pois a matriz 

dos diferentes alimentos pode influenciar a atuação da nisina, favorecendo ou 

inibindo sua capacidade bactericida. Estudos sobre aplicação de nisina em queijos 

artesanais ainda são limitados. As pesquisas nesta área podem avançar, 

principalmente em relação ao efeito da nisina sobre outras bactérias patogênicas em 

queijos artesanais fabricados nas diferentes regiões de Minas Gerais e do Brasil.   

No caso dos queijos artesanais da região de Araxá, a inibição de S. aureus 

pelo uso de nisina seria uma forma de manter a segurança do produto, que não passa 

por tratamento térmico e é muito manipulado. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

 

As análises físico-químicas e microbiológicas deste estudo foram conduzidas 

nos laboratórios do Instituto de Laticínios Cândido Tostes, em Juiz de Fora – MG. 

As análises de PCR foram realizadas no Laboratório de BIOMOL - Departamento de 

Medicina Veterinária e as análises do perfil de textura e avaliação da cor foram feitas 

no Laboratório de Embalagens -  Departamento de Tecnologia de Alimentos, ambos 

da Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG. A análise de detecção de 

enteroxinas nos queijos foram realizadas no laboratório de Microbiologia de 

Alimentos da Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG. Os experimentos in loco 

foram conduzidos em unidades produtoras de queijo artesanal da região de Araxá-

MG e no laboratório de microbiologia do Laticínio Dona Beija, na cidade de Araxá-

MG. 

O experimento foi realizado em três etapas, três repetições e três tratamentos: 

controle (sem adição de nisina) e tratados em duas concentrações diferentes de 

nisina, definidas no teste in vitro. Os queijos foram maturados em temperatura 

ambiente, por 60 dias, conforme exigido na legislação para queijos produzidos com 

leite cru.  

 

3.1. 1a Etapa – Caracterização do queijo Minas artesanal da região de Araxá, 
isolamento de S. aureus e identificação de genes que codificam enteroxinas 
clássicas 

3.1.1. Seleção das Propriedades 

Foram selecionadas 5 unidades produtoras na região de Araxá cadastradas pelo 

IMA, num universo de 20 propriedades cadastradas. Outros critérios de escolha das 

propriedades foram adequação de instalação, sanidade do rebanho, as Boas Práticas de 

Fabricação, higiene na ordenha, salubridade da queijaria e o processo de fabricação em 

si. A escolha foi feita em conjunto com o IMA e a EMATER desta região. 
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3.1.2. Coleta dos queijos 

Inicialmente, foram coletadas amostras de queijo de cada uma das 5 unidades 

produtoras da região de Araxá. Os queijos foram encaminhados para o laboratório de 

análises físico-químicas e microbiológicas do Instituto de Laticínios Cândido Tostes 

onde foram realizadas análises físico-químicas (descritas no item 4.1.3) e contagens de S. 

aureus (descritas no item 4.1.4) ao longo de 60 dias de maturação. Durante esse período, 

os queijos ficaram em câmara especial de maturação, à temperatura ambiente, simulando 

a fabricação artesanal de seu local de origem. 

 

3.1.3. Análises físico-químicas dos queijos 

O preparo das amostras foi realizado segundo Brasil (2006). As análises de 

composição centesimal dos queijos foram realizadas nos tempos 3, 7, 14, 30 e 60 dias de 

maturação. As análises dos queijos foram realizadas segundo as metodologias: 

 

1) pH, teores percentuais de umidade e sólidos totais (m/m), gordura (m/m), 

cloreto de sódio (m/m) e resíduo mineral fixo (m/m) dos queijos foram 

realizadas de acordo com os métodos descritos na Instrução Normativa nº 68, 

de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006). 

 

2) Teores percentuais (m/m) de nitrogênio total, nitrogênio solúvel em pH 4,6 e 

nitrogênio solúvel em TCA a 12 % (m/v) foram obtidos pelo método 

Kjeldahl, conforme descrito por Pereira (2001), para se calcular: 

 - teor percentual (m/m) de proteína: com base no teor de nitrogênio total. O 

fator utilizado foi 6,38; 

     - índice de extensão de proteólise (relação % de NS pH 4,6 / NT); 

     - índice de profundidade de proteólise (relação % de NS TCA 12 %/ NT). 

 

3) Teor de GES ou percentual de gordura no extrato seco (relação % de teor de 

gordura / EST). 
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4) A aa foi realizada utilizando-se medidor digital Aqualab modelo CX2T – 

Decagon Devices, Inc., Washington, USA, utilizando-se amostras coletadas 

em toda extensão dos queijos e conforme instruções do fabricante do 

equipamento. 

 

3.1.4. Análises microbiológicas dos queijos  

3.1.4.1. Preparo das amostras 

As amostras de queijo foram pesadas assepticamente em porções de 25 

gramas cada, transferidas para um copo de liquidificador estéril em que foram 

adicionadas 225 mL de água peptonada 0,1% também estéril, obtendo-se a primeira 

diluição 1:10. Após homogeneização no liquidificador, foram feitas as diluições 

subseqüentes e posterior plaqueamento. 

 

3.1.4.2. Análises de S. aureus 

As análises de S. aureus foram feitas utilizando-se Petrifilm 3M – Rapid S. 

aureus (RSA) Count Plate (AOAC 981.15) nos tempos 3, 7, 14 e 30 e 60 dias de 

maturação. A detecção é baseada na reação de nuclease termoestável (termonuclease) 

sendo que a placa é constituída do meio Baird-Parker modificado (sem telurito), 

goma guar, barreira de espuma e o disco reativo composto de DNA, azul de O-

toluidina e indicadores TTC (cloreto de trifeniltetrazólio). 

 

3.1.4.3. Obtenção das culturas puras de S. aureus 

As estirpes bacterianas de S.aureus foram isoladas dos queijos das cinco 

propriedades selecionadas na região de Araxá. A seleção das estirpes oriundas dos 

queijos foi realizada de forma a contemplar 5 isolados por produtor, durante os 

tempos 3, 7, 14, 30 e 60 dias de maturação. 

Para manter as culturas ativas, as estirpes selecionadas foram transferidas 

para tubos contendo 3,0 mL de caldo infusão de cérebro e coração (caldo BHI), 

sendo incubadas por 24 h a 37 ˚C. Após essa recuperação, as bactérias foram isoladas 
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em ágar infusão de cérebro e coração (ágar BHI), utilizando-se a técnica de 

semeadura em estrias por esgotamento, de modo a garantir a obtenção de colônias 

puras. Quando necessário, as bactérias foram reinoculadas e reincubadas às mesmas 

condições descritas acima. Após o isolamento, foi realizada uma confirmação das 

culturas por meio de plaqueamento em Petrifilm 3M – Rapid S. aureus (RSA) Count 

Plate (AOAC 981.15), provas morfológicas e biquímicas (coloração de Gram e 

catalase) e plaqueamento em meio Baird-Parker suplementado com acriflavina 

(7µg/mL). As culturas com resultado positivo em todas estas análises de confirmação 

foram mantidas congeladas a -80oC em meio BHI adicionado de 20% de glicerol. 

 

3.1.4.4. Curva de crescimento 

Todas as estirpes de S. aureus isoladas foram transferidas para o mesmo 

caldo BHI (pool de bactérias) e foram incubadas por 24h a 37˚C.  

Para construção da curva de crescimento foi colocado 2% do pool de 

bactérias em caldo BHI. Foram feitos plaqueamentos de 2 em 2 horas, durante um 

período de 24 horas para a elaboração da curva. As contagens foram feitas 

utilizando-se Petrifilm 3M – Rapid S. aureus (RSA) Count Plate (AOAC 981.15). 

 

3.1.5. Análises de PCR 

Foram realizadas análises de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) das 

estirpes de S. aureus selecionadas dos queijos Minas artesanal de Araxá para a 

confirmação do potencial de produção de enterotoxinas e dos possíveis tipos de 

enterotoxinas produzidas. Para isso, as estipes isoladas foram avaliadas quanto à 

presença do gene femA, e dos genes que codificam as enterotoxinas estafilocócicas 

clássicas (sea, seb, sec, sed e  see) com a finalidade de caracterizar as estirpes que 

posteriormente seriam utilizadas na segunda fase do projeto, ou seja, no teste in vitro. 

As culturas congeladas foram repicadas e ativadas em caldo BHI a 37ºC por 

24h. Foi realizada extração de DNA por meio de kit específico Wizard Genmic 

DNA Purification Kit - Promega seguindo as instruções do fabricante e, em 

seguida, as reações de PCR foram realizadas em termociclador (Power Vision II  



 

30 
 

Interativo, SMS). A descrição dos primers para detecção dos genes que codificam 

enterotoxinas estafilococicas estão apresentados na Tabela 4. 

Todas as análises de PCR foram realizadas acompanhadas de controles 

positivo e negativo. Como controles positivos para as reações foram utilizadas 

estirpes padrões com genótipo conhecido: S. aureus FRI 100 (sea), S. aureus ATCC 

14458 (seb e femA), S. aureus ATCC 19095 (sec), S. aureus FRI 472 (sed), S. aureus 

FRI 326 (see). 

Para o gene femA, foram utilizados os primers descritos por Mehrotra et al. 

(2000); para os genes sea, seb e sec os primers descritos por Rosec e Gigaud (2002) 

e para os genes sed e see os descritos por Johnson et al (1991) (Tabela 4).  

 

Tabela 4. Primers para detecção dos genes que codificam enterotoxinas em S. aureus. 
 

Gene Primer Seqüência de oligonucleotídeos (5' - 3') 
Produto 

(pb) 
Tm Referência 

sea 
SEA1 
SEA2 

ACG ATC AAT TTT TAC AGC 
TGC ATG TTT TCA GAG TTA ATC 

544 
46,9ºC 
52ºC 

Rosec e 
Gigoud 
(2002) 

seb 
SEB1 
SEB2 

GAA TGA TAT TAA TTC GCA TC 
TCT TTG TCG TAA GAT AAA CTT C 

416 
 

49,1ºC 
52,8ºC 

Rosec e 
Gigoud 
(2002) 

sec 
SEC1 
SEC2 

GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT 
AAA TCG GAT TAA CAT TAT CCA 

257 
49,1ºC 
50,1ºC 

Rosec e 
Gigoud 
(2002) 

sed 
SED1 
SED2 

CTA GTT TGG TAA TAT CTC CT 
TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG 

317 
54,2ºC 
50,2ºC 

Johnson  
et al. 

(1991) 

see 
SEE1 
SEE2 

ATA GAT AAA GTT AAA ACA AGC AA 
TAA CTT ACC GTG GAC CC 

170 
50ºC 

52,8ºC 

Johnson 
 et al.  
(1991) 

femA 
FEMA1 
FEMA2 

AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 
GAT AAA GAA GAAACC AGC AG 

132 
51,1ºC 
53,2ºC 

Mehrotra 
 et al. 

 (2000) 

 
As reações de PCR foram conduzidas conforme já estabelecido no laboratório 

de Biologia Molecular do Departamento de Medicina Veterinária, da Universidade 

Federal de Viçosa, MG, com combinações de dois pares de primers por reação, ou 

seja, o primer referente à identificação da enterotoxina, acompanhado do femA. 

As condições de amplificação estabelecidas para todas as reações estão 

apresentadas na Tabela 5. A amplificação do DNA foi realizada com o seguinte 

perfil térmico: desnaturação inicial do DNA e ativação da polimerase a 95°C durante 

5 minutos, seguido por 35 ciclos de amplificação (95°C durante 45 segundos, 46,2°C 
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durante 45 segundos e 72°C durante 45 segundos), terminando com uma extensão 

final a 72ºC durante 10 minutos.  

 

Tabela 5. Condições de amplificação estabelecidas para todas as reações de PCR. 
 

Número de Ciclos Temperatura Tempo Etapa 
1 95oC 5 minutos Desnaturação 

35 

95oC 
 

45 segundos 
 

Desnaturação 
 

46,2oC 45 segundos Anelamento 
72oC 

 
45 segundos 

 
Extensão 

 
1 72oC 10 minutos Extensão final 

---- 4oC ---- Resfriamento 

 
Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose 

(1,0%, p/v) corado com solução de brometo de etídio (0,005%, p/v) submetidos por 

eletroforese em aparelho Eletrophoresis Power Supply, Loccus biotecnologia. O 

registro das imagens foi feito em transiluminador (L-PIX, Loccus Biotecnologia) 

ligado a um notebook. 

 

3.2. 2ª Etapa - Efeito antagônico in vitro da adição de nisina sobre o 

desenvolvimento de S. aureus 

Os testes para nisina foram feitos utilizando o preparado comercial contendo 

Nisina (Chrisin® 2,5 % m/m), da empresa Christian Hansen (Chr. Hansen Ind. e Com. 

Ltda. – Valinhos-SP - Brasil). A nisina foi adicionada diretamente ao leite desnatado 

reconstituído, até as concentrações desejadas, como indica Pinto et al. (2011).  

Foram adicionadas quantidades de nisina separadamente em frascos de vidro 

com tampas rosqueáveis contendo 100 mL de LDR (leite desnatado reconstituído) 

12% nas concentrações de 100, 200, 400 e 500 IU.mL-1 de nisina. Os frascos 

contendo água para reconstituição do leite foram previamente autoclavados. Após 

adição do leite desnatado, os frascos foram tratados com vapor fluente por 100ºC/20 

minutos e somente após o resfriamento foi adicionado a nisina. As amostras foram 

homogeneizadas e transferidas em porções de 5 mL para tubos com tampas 

rosqueáveis estéreis. Imediatamente após adição da nisina, foram inoculadas com 2% 

do pool de bactérias, em duplicata, quantidades de cultura de S. aureus para que a 

concentração atingisse, aproximadamente, 105 UFC.mL-1. Após adição de nisina e do 



 

32 
 

pool, as amostras provenientes de todos os tratamentos foram plaqueadas nos tempos 

0, 3, 5, 8, 10, 12, 16, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas de incubação. Os controles foram 

feitos sem a presença de nisina. As análises foram feitas utilizando-se Petrifilm 3M – 

Rapid S. aureus (RSA) Count Plate (AOAC 981.15). 

 

3.3. 3ª Etapa - Efeito antagônico in loco da adição de nisina ao processo de 

fabricação do queijo minas artesanal sobre o desenvolvimento de S. aureus 

De acordo com os resultados obtidos na segunda etapa do projeto (pesquisa in 

vitro) foram escolhidas duas concentrações de nisina para continuidade dos 

experimentos, além do controle. A nisina foi adicionada diretamente ao leite durante 

o processo de fabricação do queijo Minas artesanal (Figura 5), em três unidades 

produtoras, em quantidade necessária para que atingisse as concentrações escolhidas. 

Durante a fabricação, foram retiradas amostras de leite e massa para análises de 

estafilococos e bactérias láticas, que foram realizadas no Laticínios Dona Beija. Os 

queijos foram encaminhados ao Instituto de Laticínios Cândido Tostes, onde foram 

analisados e maturados à temperatura ambiente por 60 dias. 
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Figura 5 – Fluxograma de fabricação de Queijo Minas Artesanal de Araxá com 

adição de nisina. 
 

3.3.1. Análises físico-químicas dos queijos 

As análises de composição centesimal dos queijos da 3ª etapa foram realizadas 

nos tempos 3, 7, 14, 30, 45 e 60 dias de maturação. Os queijos foram maturados à 

temperatura ambiente, conforme utilizado na fabricação artesanal.  As análises dos 

queijos foram realizadas segundo as metodologias descritas no item 3.1.3. 

 

3.3.2. Análises microbiológicas do leite, da massa e do queijo 

Foram realizadas análises de Staphylococcus aureus e bactérias láticas do 

leite utilizado na fabricação dos queijos, bem como da massa, obtida após 

coagulação do leite pelo coalho e pelo fermento. As análises de Staphylococcus 

aureus foram realizadas utilizando-se Petrifilm 3M – Rapid S. aureus (RSA) Count 

Plate (AOAC 981.15). 
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Nos queijos foram feitas análises de S. aureus, além de contagem de bactérias 

láticas, aeróbios mesófilos, Coliformes Totais e E. coli. As análises microbiológicas 

dos queijos foram realizadas nos tempos 3, 7, 14, 30, 45 e 60 dias após a fabricação. 

Para análises de S. aureus, aeróbios mesófilos, Coliformes Totais e E. coli 

foram utilizados, respectivamente, Petrifilm 3M – Rapid S. aureus (RSA) Count 

Plate (AOAC 981.15), Petrifilm 3M – Aerobic (AC) Count Plates e Petrifilm 3M – 

E.coli/Coliformes (EC) Count Plate (AOAC 991.14) de acordo com os 

procedimentos determinados pelo fabricante. A contagem de bactérias láticas 

(Lactococcus e Lactobacilus) nos queijos foi feita utilizando-se a metodologia 

descrita por Silva et al. (2010).  

 

3.3.3. Análises de PCR  

Análises idênticas ao item 3.1.5, descritas na primeira etapa do projeto. 

3.3.4. Análise de enterotoxinas estafilocócicas 

 Foram realizadas análises de enterotoxinas estafilocócicas em amostras de 

queijo Minas artesanal de Araxá, utilizando o teste qualitativo imunoenzimático 

Vidas Staph enterotoxin II®. As pesquisas foram realizadas por meio da técnica 

ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) em imunoanalizador Mini-Vidas®. O 

protocolo de extração foi seguido por meio de concentração pelo ácido 

tricloroacético, seguindo recomendação dadas pelo fabricante. Este protocolo é 

recomendado para aumentar as concentrações de toxinas para produtos lácteos e 

eliminar as interferências raras encontradas em alguns queijos de leite cru. 

 

3.3.5. Perfil de textura instrumental 

O perfil de textura das amostras foi determinado utilizando-se um Instron 

Universal Testing Machine, modelo 3367 (Instron Ltd., Norwood, Massachusetts, 

EUA). As condições de trabalho foram: pré-teste, teste e pós-teste nas velocidades de 

um mm/s, com distância de compressão de 40 % da parte superior da amostra. Uma 
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sonda cilíndrica de 55 mm foi usada juntamente com uma célula de carga de 1 KN, 

movida perpendicularmente através das amostras de queijos quadradas (25 mm de 

lado) que foram colhidas aleatoriamente do queijo inteiro. As resistências exercidas 

pelas amostras foram automaticamente registradas e a firmeza, fraturabilidade, 

gomosidade e mastigabilidade em Newton (N), elasticidade (mm) e coesividade 

foram o calculadas pelo software Blue Hill 2.0 (Instron - Norwood, Massachusetts, 

EUA), utilizando dados de força (N) x tempo (s) obtidos durante os ensaios. As 

análises do perfil de textura instrumental foram feitas nos tempos 3, 7, 14, 30, 45 e 

60 dias de maturação. 

 

3.3.6. Avaliação da Cor 

Para a avaliação instrumental da cor foi utilizado um colorímetro da marca 

Hunterlab, modelo Color Quest II. A escala de cor utilizada foi CIE Lab (L*a*b*), 

com iluminante D65 (6900oK), com abertura de 10o. O valor de L* representa a 

luminosidade da amostra, variando de preto (0) a branco (100); o valor de a* 

representa a cor, variando de vermelho (+) a verde (-); e o valor de b* representa a 

cor, variando de amarelo (+) a azul (–). O aparelho foi calibrado no modo de 

reflectância especular excluída usando placas de referência branca (C6299 Hunterlab 

Color Standard) e cinza (C6299G Hunterlab Color Standard). Para a leitura, foi 

utilizada uma cubeta de quartzo de 10 mm. As análises de cor foram feitas nos 

tempos 3, 7, 14, 30, 45 e 60 dias de maturação. 

 

3.4. Delineamento estatístico 

O experimento foi conduzido em três repetições, formado por cada produtor 

de queijo, em delineamento em esquema fatorial, sendo os tempos de maturação e as 

concentrações de nisina os fatores estudados. As análises estatísticas foram 

realizadas com o auxílio do programa MINITAB – versão 14 (STATISTICAL 

SOFTWARE. MINITAB INC., 2003). Os resultados foram submetidos ao Teste de 

Normalidade de Ryan-Joiner (p < 0,05), análise de variância (ANOVA), Teste de 

Kruskal-Wallis (para dados não paramétricos), comparação de médias pelo Teste de 

Tukey (p < 0,05) e análise de regressão, de acordo com a necessidade.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

 

4.1. Resultados da 1a etapa  

4.1.1. Características físico-químicas do queijo Minas artesanal coletado nas 

propriedades selecionadas na região de Araxá 

Os queijos foram coletados em março de 2011, em cinco propriedades 

diferentes na região de Araxá. Todas as queijarias escolhidas eram cadastradas pelo 

IMA, no programa Queijo Minas artesanal. A maturação foi realizada em câmara 

especial para maturação de queijos artesanais, no Instituto de Laticínios Cândido 

Tostes – Juiz de Fora - MG, em condições que simulam a maturação de origem, ou 

seja, em prateleiras de madeira e temperatura ambiente, porém sem controle de 

umidade. Os resultados médios referentes à composição físico-química dos queijos 

ao longo de 60 dias de maturação estão apresentados na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Resultados médios e desvio padrão das análises físico-químicas do queijo 
Minas artesanal produzido nas 5 propriedades selecionadas na região de 
Araxá-MG. 

 
Tempo de 
maturação 

Umidade 
(% m/m) 

RMF 
(% m/m) 

GES 
Cloretos 
(% m/m) 

3 dias 49,77 ± 3,27 3,65 ± 0,59 49,37 ± 9,16 2,15 ± 0,71 

7 dias 38,12 ± 1,48 4,70 ± 0,39 48,42 ± 4,92 1,96 ± 0,37 

14 dias 31,11 ± 2,42 5,08 ± 0,35  45,64 ± 3,49 2,20 ± 0,30 

30 dias 27,88 ± 5,00 5,01 ± 0,53  48,28 ± 5,04 1,97 ± 0,43 

60 dias 20,10 ± 5,43 5,55 ± 0, 77 55,81 ± 6,59 2,30 ± 0, 56 

*DP = desvio padrão 
 

A Tabela 6 demonstra que os queijos não são padronizados e existe grande 

variação destes ao longo do período de maturação, o que pode ser comprovado pelos 

altos valores de desvio padrão descritos.  

Houve grande variação na umidade dos queijos, principalmente entre os dias 

30 e 60 de maturação. O teor médio de umidade do queijo Minas artesanal de Araxá 

com 7 dias de maturação foi de 38,12% (Tabela 6), o que permite classificá-lo como 
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sendo de média umidade (BRASIL, 1996). Este valor de umidade atende a Lei 

14.185, modificada pela Lei 44.864, que exige até 45,9% de umidade para 

comercialização de queijos artesanais (MINAS GERAIS, 2008).  

Martins et al. (2004a) encontraram valor de umidade médio de 45,05% para 

queijo Minas artesanal de Araxá com 8 dias de maturação, demonstrando que houve 

mudanças na umidade dos queijos de 2004 até os dias atuais. Não existe nenhuma lei 

que determina o período de maturação mínima dos queijos artesanais de cada região, 

esse período é regulado por meio da umidade do queijo, sendo necessário maturar o 

queijo até que o mesmo atinja valores até 45,9% de umidade que possam ser 

comercializados (MINAS GERAIS, 2008). 

Com o decorrer da maturação, o queijo artesanal, por não ser embalado em 

película plástica impermeáveis, tem seu teor de umidade diminuído pela perda de 

água e, por conseguinte, os demais componentes do extrato seco aumentam.  

O teor médio de gordura no extrato seco (GES) dos queijos artesanais de 

Araxá foi de 48,5%, o que o faz ser classificado como gordo pela portaria 146 

(BRASIL, 1996). Valores de 51,5% de GES foram encontrados em queijos Minas 

artesanais da região de Araxá por Martins et al. (2004a) demonstrando resultados 

semelhantes ao deste estudo, sendo também classificados como gordo pela legislação 

vigente (BRASIL, 1996). 

O teor de cloretos variou de 1,3% a 3,26% demonstrando a falta de 

padronização do processo de salga dos queijos e a variação de queijo para queijo. O 

teor de RMF aumentou com o decorrer da maturação, devido à perda de água por 

evaporação e concentração do extrato seco total do queijo. 

 

4.1.2. Evolução da maturação dos queijos artesanais coletados na região de 

Araxá 

Os valores médios dos índices de proteólise do queijo, assim como do pH e 

atividade de água estão demonstrados na Tabela 7. 
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Tabela 7. Valores médios e desvio-padrão da extensão (%NSpH 4,6/NT) de maturação, 
profundidade (%NSTCA 12%/NT) de maturação, pH e atividade de água 
(Aa) do queijo Minas artesanal produzido nas propriedades selecionadas 
na região de Araxá 

 
Tempo de 
maturação 

(dias) 
pH Aa 

Extensão 
(%NS pH 4,6/NT) 

Profundidade 
(%NS TCA 12%/NT) 

3  5,07 ± 0,28 0,97 ± 0,006 8,54 ± 2,36 5,09 ± 1,68 

7  4,95 ± 0,10 0,92 ± 0,041 11,12 ± 2,14 8,24 ± 2,28 

14  4,90 ± 0,17 0,91 ± 0,025 13,19 ± 3,51 9,67 ± 2,70 

30  5,15 ± 0,09 0,92 ± 0,017 18,57 ± 3,48 11,91 ± 2,88 

60  5,00 ± 0,38 0,85 ± 0,050 21,19 ± 9,82 15,06 ± 8,11 

*DP = desvio padrão. 
 
 Nota-se (Tabela 7) que nos primeiros dias de maturação ocorre redução do 

pH dos queijos, pois há produção de ácido lático produzido pelas bactérias láticas a 

partir da lactose (BERESFORD et al., 2001). A atividade de água do queijo reduziu 

com o decorrer da maturação (Tabela 7). Neste caso o que mais contribui para 

redução da atividade de água é perda de água do queijo para o ambiente, visto que 

este não foi embalado durante o período de maturação.  

Houve um aumento gradual para os resultados médios dos teores de % NS pH 

4,6/NT e de % NS TCA 12%/NT durante os 60 dias de maturação, conforme esperado 

(Tabela 7). A proteólise ocorre em vários estágios na degradação da proteína e dos 

peptídeos pela ação das enzimas do leite, do coagulante residual, das bactérias do 

fermento lático, das bactérias não originadas do fermento (NSLAB) (FOX et al., 

2004), por isso uma evolução dos índices de proteólise com o tempo é esperado. De 

acordo com a literatura, com o decorrer da maturação, ocorrem mudanças na textura 

do queijo apresenta-se mais macia como conseqüência da hidrólise da matriz de 

caseína, mudanças na capacidade de ligação de água e mudanças no pH (FOX et al., 

2004). 

 

4.1.3. Contagem de S. aureus e identificação de genes que codificam 

enterotoxinas clássicas 

Os queijos coletados nas cinco propriedades escolhidas foram analisados ao 

longo do período de maturação de 60 dias quanto à contagem de S. aureus. A Tabela 

8 apresenta média da contagem, limite superior, limite inferior, desvio padrão e 
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coeficiente de variação para análise de S. aureus nos queijos Minas artesanais das 

propriedades selecionadas na região de Araxá. 

 
Tabela 8. Média da contagem de S. aureus nas 5 queijarias artesanais de Araxá 

selecionadas 
 

Tempo de maturação 
Média do Log UFC.g-1 

S. aureus 
LS1 LI2 DP3 CV4(%) 

3 dias 5,14 6,56 4,3 0,93 18,07 

7 dias 4,36 6 3,3 0,99 22,68 

14 dias 3,09 5,3 3 1,93 26,62 

30 dias 0,4 2,3 <1 1,03 223,61 

60 dias <1 <1 <1 0 0 

LS1 = limite superior; LI 2 = limite inferior; DP3 = desvio padrão; CV4 = coeficiente de variação 

 
O alto valor encontrado no coeficiente de variação das contagens ao longo do 

tempo demonstra que não existe padrão microbiológico dos queijos fabricados na 

região de Araxá. O elevado índice de S. aureus pode estar associado à mastite 

bovina, obtenção inadequada do leite e hábitos higiênicos insatisfatórios, 

principalmente na manipulação dos queijos durante o processo de fabricação 

(ARAUJO et al., 2004). Apesar de o queijo atingir a umidade exigida pela legislação 

com apenas 7 dias, verifica-se que neste período, a média da contagem (Tabela 8) 

permanece superior à exigida por Lei que é menor que 3,7 Log UFC.g-1 (MINAS 

GERAIS, 2008).  

Araújo et al. (2004) analisaram 37 amostras de queijo artesanal de Araxá para 

S. aureus e em 89,2% das amostras foram encontradas contagens superiores a 103 

UFC.g-1, valor máximo exigido pelo Decreto 44.864, 2008) e em 21,62% dos queijos 

foram encontradas contagens superiores a 105, contagem em que já existe a 

possibilidade de  produção de enterotoxinas por este micro-organismo.  

A Figura 6 demonstra o comportamento da multiplicação de S. aureus. 

Notou-se a grande variação encontrada nas contagens de uma propriedade para outra, 

embora todas as propriedades selecionadas estejam cadastradas no programa Queijo 

Minas Artesanal. 
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Figura 6. Comportamento da média das contagens de S. aureus nos queijos artesanais 

das 5 propriedades selecionadas na região de Araxá ao longo de 60 dias 
de maturação. A seta indica limite máximo permitido pela legislação 
(MINAS GERAIS 2008). 

 
Pela análise de detecção do gene femA (Tabela 9), verificou-se que todos os  

isolados avaliados caracterizavam-se como S. aureus, tendo em vista que a presença 

do gene femA é específica para este micro-organismo (MEHROTRA et al., 2000).  

A presença do gene é reconhecida pelo número de pares de bases (pb) que 

compõem o gene, sendo que 125 pb é característico para o gene femA (MEHROTRA 

et al., 2000). 

Na detecção de genes que codificam enterotoxinas, das 12 amostras isoladas 

em queijos artesanais da primeira etapa do trabalho, em 5 propriedades diferentes (A, 

B, C, D, E) todas foram positivas para femA, 11 foram positivas para sea, 1 foi 

positiva para seb, 5 foram positivas para sec, 7 para see e nenhuma para sed (Tabela 

9). 
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Tabela 9. Perfis dos genótipos encontrados para S. aureus, isolados dos queijos 
artesanais das 5 propriedades selecionadas (A, B, C, D e E). 

 
Código/ 

propriedade 
femA* sea* seb* sec* sed* see* 

1 / A + - + + - + 

2 / A + + - - - + 

3 / A + + - - - + 

4 / B + + - - - + 

5 / B + + - - - + 

6 / B + + - - - - 

7 / C + + - + - - 

8 / C + + - - - - 

9 / C + + - + - + 

10 / D + + - - - - 

11 / D + + - + - + 

12 / E + + - + - - 

* - não detectado; + detectado. 
 
De acordo com o exposto na Tabela 9, pôde-se verificar que dentre os genes 

encontrados houve prevalência para o sea (91,97% dos isolados) e todas as estirpes 

isoladas possuíam algum gene que codificava para alguma das enterotoxinas 

clássicas. Os S. aureus enterotoxigênicos que são portadores dos genes sea e seb 

estão associados a humanos (FREITAS et al., 2009; BERGDOLL et al., 1990), 

portanto a origem mais provável dos isolados desta primeira etapa podem ser dos 

manipuladores dos queijos. 

 

4.2. Resultados da 2ª etapa - Efeito in vitro da adição de nisina sobre o 

crescimento de S. aureus em LDR 12%  

O efeito de diferentes concentrações de nisina, adicionada ao LDR 12% sobre 

S. aureus está apresentado na Figura 7. Pode-se observar que as curvas de 

crescimento de S. aureus referentes a todas as doses utilizadas apresentaram efeito 

bactericida em relação a curva de crescimento da dose controle.  

Estes resultados diferem dos apresentados por (PINTO et al., 2011) já que 

somente as doses de 400 e 500 UI.mL-1 apresentaram efeito bactericida.  

Comparando-se os resultados dos dois trabalhos, é notória a evidência de que a 

nisina exerceu efeito em populações de S. aureus, embora haja diferenças entre o 
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efeito e as diferentes populações deste micro-organismo já que no presente trabalho 

foram utilizadas estirpes isoladas dos próprios queijos. 

Utilizando-se as estirpes isoladas, observou-se que até mesmo as menores 

concentrações de nisina exerceram efeito bactericida nas primeiras 10 horas de 

incubação, sendo que as duas maiores doses (400 e 500 UI.mL-1) ocasionaram maior 

inibição. 

Pode ser observado também (Figura 7) que todas as doses de nisina 

resultaram em menor número máximo da população de S. aureus. Sabendo-se que a 

concentração máxima de S. aureus num queijo é determinada em parte pelo tamanho 

da concentração inicial, pode-se inferir que queijos elaborados com leite de melhor 

qualidade microbiológica, ainda que fresco, pode alcançar números próximos 

daqueles preconizados pela legislação vigente.  

 

 

Figura 7.  Efeito de diferentes doses de nisina em LDR 12 % sobre S. aureus. 
 

 Observou-se redução de aproximadamente 4 ciclos Log nas doses de 200, 400 

e 500 UI.mL-1 em relação ao controle e 3 ciclos Log nas doses de 100 UI.mL-1 nas 

primeiras horas de incubação. Foi observado também, um efeito bactericida sobre S. 

aureus quando utilizadas as doses de 100, 200, 400 e 500 UI.mL-1 nas primeiras 20 

horas de incubação. A duração da fase estacionária de S. aureus no controle, 100UI e 

200UI ocorreu entre 12h e 36h após a incubação. A fase estacionária observada na 



 

43 
 

presença de 400 IU. mL-1 ocorreu entre 24 e 96h, enquanto para a dose de 500 

IU.mL-1 ocorreu entre 48h e 96h. 

 Não houve diferença significativa (P ≥ 0,05)  entres as doses de 200 UI, 400 

UI, 500 IU.mL-1 ao longo da incubação e ao mesmo tempo estas doses demonstraram 

maior efeito bactericida em relação a concentração de 100 IU.mL-1 e controle (P < 

0,05). O efeito bactericida da dose de 100 IU.mL-1 foi diferente da dose controle (P < 

0,05). 

 Apesar das doses de 200 UI, 400 UI, 500 UI.mL-1 possuírem efeitos similares 

em LDR 12%, foi escolhida a dose de 400 UI.mL-1 para ser utilizada no teste in loco. 

O queijo é uma matriz alimentar diferente do leite e seus constituintes, como a 

gordura, podem interferir diminuindo o efeito bactericida da nisina (CHOLLET et 

al., 2008), por isso a concentração de 200 UI.mL-1 não foi escolhida por precaução.  

A concentração de 500 UI.mL-1 foi descartada baseada na possível inibição 

da bactérias láticas pelo excesso de nisina e consequentemente podendo interferir na 

maturação do queijo, visto que as doses de 400 UI.mL-1 e 500 UI.mL-1 

provavelmente possuem o mesmo efeito na redução da contagem de S aureus de 

acordo com o teste in vitro.  

 

4.3. Resultados da 3ª etapa  

4.3.1. Efeito in loco da nisina sobre a composição centesimal do queijo Minas 

Artesanal da região de Araxá  

O resultado completo das análises físico-químicas dos queijos Minas 

artesanais da região de Araxá com diferentes concentrações de nisina ao longo dos 

60 dias de maturação está apresentado na Tabela 10. 
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Tabela 10. Composição centesimal média (%m/m), pH e atividade de água (aa) dos 
queijos com diferentes concentrações de nisina, nos diferentes tempos de 
maturação. 

 

Maturação 
(dias) 

Nisina 
(IU.mL-1) 

pH Aa 
Cloretos 
(% m/m) 

Umidade 
(% m/m) 

GES 
Gordura 
(% m/m) 

Proteína 
total 

(% m/m) 

 
0 5,06 0,97 1,79 56,74 47,66 20,60 16,13 

3 100 5,33 0,98 1,58 56,71 46,52 20,10 17,50 

 
400 5,99 0,98 1,74 58,48 47,75 19,83 15,80 

 
0 4,92 0.97 1,99 50,13 50,25 25,10 18,52 

7 100 5,00 0,97 1,78 52,40 47,34 22,60 18,63 

 
400 5,57 0,97 1,87 53,22 43,43 20,33 19,17 

 
0 4,88 0,98 2,11 48,14 58,04 30,10 19,36 

14 100 5,11 0,97 2,00 46,83 52,47 27,93 21,17 

 
400 5,39 0,97 1,95 47,90 51,05 26,60 21,59 

 
0 5,09 0,96 2,27 42,88 57,70 32,93 21,54 

30 100 5,17 0,96 2,20 42,27 51,92 30,00 22,58 

 
400 5,68 0,97 2,21 44,00 53,06 29,67 22,16 

 
0 5,11 0,93 2,64 31,83 52,69 35,93 25,85 

45 100 5,07 0,94 2,46 37,53 51,23 32,00 24,96 

 
400 5,45 0,94 2,47 34,18 47,37 31,17 26,76 

 
0 5,19 0,91 2,48 29,29 53,76 38,00 27,32 

60 100 5,22 0,92 2,70 32,56 49,68 33,50 27,54 

 
400 5,41 0,90 2,55 30,39 51,78 36,00 27,39 

 
Os valores de pH, atividade de água (aa) e RMF apresentaram uma curva não-

normal de distribuição, de acordo com o teste Ryan-Joiner, portanto, para estes 

resultados, adotou-se a estatística não paramétrica por meio do teste de Kruskal-

Wallis e o teste de Tukey para comparação entre as médias (nível de 5% de 

significância).  

A normalidade dos valores de cloretos, umidade, gordura, GES e proteína 

total desde estudo não foi rejeitada ao nível de 5% de significância, portanto, para 

estes resultados, adotou-se a análise de variância (ANOVA) e o teste de Tukey para 

comparação entre as médias.  

Os resultados apresentados na Tabela 10 serão discutidos separadamente nos 

itens subseqüentes. 
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4.3.1.1.  Teor de resíduo mineral fixo (cinzas) 

A análise do teor de resíduo mineral fixo foi realizada apenas no terceiro dia 

de maturação e não ao longo dos 60 dias, pois o teor de cinzas do queijo não varia 

com o tempo, apenas muda de proporção de acordo com o aumento do extrato seco 

total.  

As diferentes concentrações de nisina (0, 100 e 400 UI.mL-1) não 

influenciaram significativamente (P ≥ 0,05) o teor de RMF dos queijos (Tabela 11).  

 
Tabela 11. Valores médios de cinzas para os queijos com diferentes concentrações de 

nisina. 
 

Nisina (IU.mL -1) Cinzas (%) 

0 3,74 a 

100 3,63 a 

400 3,96 a 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey. 
 

Os teores de RMF deste estudo variaram de 3,36% a 4,02% nos queijos. De 

acordo com Costa Junior et al. (2009a), em um estudo realizado em queijos 

artesanais da Serra da Canastra, ao longo das quatro estações do ano, foi observado 

que os teores de RMF variaram de 3,6% a 4,2%. Machado et al. (2004) encontraram 

valores de cinzas entre 3,19% e 4,36% em queijo Minas artesanal da região do Serro.   

A porcentagem de sais e RMF no leite varia de acordo com os fatores como 

alimentação animal, estações do ano, estágios de lactação e doenças como a mastite. 

O conteúdo de sais é maior no início da lactação (colostro), em seguida diminui e 

depois volta a aumentar no final da lactação (SILVA, 2004). 

 

4.3.1.2.  pH durante a maturação 

Houve efeito significativo das concentrações de nisina em relação ao pH dos 

queijos (P < 0,05), mas não houve efeito nos tempos de maturação que variaram de 3 

a 60 dias (P ≥ 0,05). O pH dos queijos artesanais com diferentes concentrações 

nisina estão demonstrados na Tabela 12. 
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Tabela 12. Valores médios de pH em todos os tempos para os queijos com diferentes 
concentrações de nisina*. 

 
Nisina (IU.mL -1) pH 

0 5,04 b 

100 5,15 b 

400 5,58 a 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey. 
 
A Tabela 12 mostra que a média do pH dos queijos com 400 UI.mL-1 foi mais 

alta, se comparada aos queijos controle e com concentração de nisina de 100 UI.mL-

1. No entanto, o pH médio dos queijos com 100 UI.mL-1 não diferiu 

significativamente (P ≥ 0,05) do queijo controle.  

As variações de pH em queijos artesanais podem ocorrer em função das doses 

e da atividade do fermento natural utilizado no processo de fabricação dos queijos 

(MACHADO et al., 2004). Neste estudo, as doses de fermento natural foram 

padronizadas para que interferissem o mínimo possível na variação de acidez dos 

queijos.  

Como não houve diferença significativa (P ≥ 0,05)  na população de bactérias 

láticas (ver item 4.3.3.5.4) entre os queijos com e sem nisina, não se pode dizer que a 

nisina inibiu a produção de ácido pela ação das bactérias láticas. No entanto, diversos 

trabalhos comprovam a presença de leveduras endógenas em queijos artesanais e 

sabe-se que estas podem aumentar o pH dos queijos por meio do metabolismo do 

ácido lático durante a maturação (LIMA et al. 2009; SÁ et al., 2008; GARDINI et al. 

2006). No caso do presente estudo, não é possível afirmar que houve um 

favorecimento das leveduras endógenas por meio da nisina e consequentemente 

aumento do pH nos queijos com 400 UI.mL-1, pois não foram feitas análises para 

verificar a presença das mesmas no queijo, mas o mesmo pode ser feito em trabalhos 

futuros. 

Martins et al. (2004a) encontraram pH igual a 4,85 em queijos artesanais de 

Araxá com 8 dias de fabricação. Silva et al. (2011) encontraram pH 5,14 para queijos 

artesanais da região da Canastra com 8 dias de maturação no período da seca e 5,36 

no período das águas. Costa Júnior et al. (2009a) encontraram pH 5,20 para queijos 

artesanais da região da Canastra com 2 dias de maturação no período da seca e pH 

5,50 no período das águas. Machado et al. (2004) encontrou valor de pH 4,98 para 

queijos artesanais do Serro com 6 dias de fabricação e Martins et al. (2004c) 
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encontrou média de pH igual a 4,75 também em queijos artesanais do  Serro. Estes 

estudos comprovam que há uma variação no pH dos queijos artesanais em função da 

queijaria (pois a dose de fermento não é padronizada), em função da região e da 

época do ano em que o queijo foi produzido. 

Em um estudo realizado por Pinto et al. (2011) foi encontrado diferença 

significativa dos valores de pH em função do tempo (60 dias) de maturação de 

queijos artesanais do Serro, mas não em função das concentrações de 0, 100 e 500 

IU.mL-1 de nisina, diferindo do presente estudo.  

Em estudo conduzido por kykkidou et al. (2007), com aplicação de nisina em 

queijo Galotyri, um queijo grego macio,  também não foi encontrada diferença 

significativa entre os valores de pH dos queijos fabricados com e sem nisina. No 

entanto, tratava-se de um queijo fabricado por coagulação ácida e a nisina foi 

adicionada após o processo de fermentação do queijo, interferindo de forma menos 

intensa no processo de produção de acidez.  

 

4.3.1.3.  Umidade durante a maturação  

Os resultados das análises de umidade dos queijos artesanais com diferentes 

concentrações nisina ao longo dos 60 dias de maturação estão apresentados na Figura 

8. Houve efeito significativo das concentrações de nisina, do tempo de maturação  e 

da interação entre estes dois fatores em relação ao teor de umidade dos queijos (P < 

0,05).  

A média dos queijos com e sem nisina mostraram que houve perda 

progressiva de umidade durante os 60 dias de maturação, sendo que as médias 

variaram de 58,48% (com 3 dias de maturação) a 29,29% (com 60 dias de 

maturação) (Tabela 10). A perda de umidade dos queijos ao longo do tempo é 

esperada, pois os queijos foram maturados sem embalagem, à temperatura ambiente 

e em uma câmara ventilada, o que ocasionou na perda de água por evaporação. Esta 

perda depende da umidade de cada queijo, da umidade relativa do ar no interior da 

câmara, da temperatura de maturação e do tratamento em que foi submetida à casca 

do queijo (FOX et al., 2004).  

A classificação dos queijos artesanais de Araxá ao longo da maturação, de 

acordo com a portaria nº 146 de 1996 do MAPA (BRASIL, 1996), variou de muito 
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alta umidade (acima de 55%), em queijos com 3 dias de maturação, a queijos de 

baixa umidade (até 35,9%), em queijos com 45 e 60 dias de maturação. 

A evolução do teor de umidade dos queijos artesanais para os diferentes 

tratamentos ao longo do tempo está demonstrada na Figura 8. 

 

 
 
Figura 8. Valores do teor de umidade dos queijos artesanais ao longo dos 60 dias de 

maturação fabricados com diferentes concentrações de nisina: (---) 0;      
( __ ) 100 UI.mL-1; e ( .... ) 400 UI.mL-1. 

 
De acordo com o decreto 44.864 (MINAS GERAIS, 2008), o queijo Minas 

artesanal deve possuir umidade máxima de 45,9%, isto significa que o queijo Minas 

artesanal de Araxá com ou sem nisina só poderia ser comercializado a partir de 30 

dias de maturação, conforme mostrado na Figura 8. 

 

4.3.1.4.  Teor de cloretos durante a maturação 

De acordo com a análise de variância, não houve efeito significativo das 

concentrações de nisina em relação ao teor de cloretos dos queijos (P ≥ 0,05), mas 

houve efeito nos tempos de maturação (P < 0,05). Também não houve efeito 

significativo da interação tempo e tratamento (P ≥ 0,05). A evolução do teor de 

cloretos dos queijos artesanais de Araxá com diferentes concentrações de nisina 

durante o período de maturação pode ser observada na Figura 9. 
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Figura 9. Média  do teor de sal (cloretos) dos queijos artesanais ao longo dos 60 dias 
de maturação fabricados com diferentes concentrações de nisina. 

 
O teor de cloretos dos queijos aumentou de forma linear com o decorrer da 

maturação (Figura 9). A tendência do aumento do teor de cloretos com a maturação 

do queijo ocorre devido à perda de umidade do queijo e aumento da proporção dos 

constituintes sólidos. No entanto, o teor de cloretos não foi influenciado pelas 

diferentes concentrações de nisina (P ≥ 0,05).  Este resultado contrasta com o 

encontrado por Pinto et al. (2011), onde nos queijos com 500 UI.mL-1, foi encontrado 

maior teor de cloretos se comparados aos queijos controle e com 100 UI.mL-1 de 

nisina.  

A adição de sal em queijos possui diversas finalidades, tais como, melhorar 

sabor, inibir a multiplicação de micro-organismos contaminantes, promover a 

sinérese da massa e ajudar no teor de umidade final (PAYNE e MORISON, 1999; 

MORRIS et al., 1985).  

Martins et al. (2004a) encontraram média do teor de cloretos de 2,06% em 

queijos artesanais de Araxá após 8 dias de maturação. Costa Junior et al. (2009a) 

encontraram uma variação de aproximadamente 55% no teor de cloretos em queijos 

artesanais da região Canastra, nas diferentes estações do ano. Silva et al. (2011) 

encontraram 1,64% de cloretos na época das águas e 2,21% na época da seca em 

queijos artesanais da Canastra com 8 dias de maturação. Machado et al. (2004) 

encontraram 4,39% de cloretos em queijos artesanais do Serro com 6 dias de 
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maturação. Martins et al. (2004b) encontraram 1,74% em queijos artesanais do 

Cerrado com 8 dias de fabricação. 

As diferenças nos teores de cloretos encontradas em trabalhos com queijos 

artesanais podem ser explicadas por dois fatores. O primeiro seria a falta de 

padronização da quantidade de sal utilizada por cada produtor na fabricação dos 

queijos artesanais, não existindo um medidor que determine a quantidade de sal 

utilizada. A salga de queijos artesanais é realizada por meio da salga a seco, que é a 

adição de sal grosso ou sal refinado na superfície do queijo, e a dosagem utilizada é 

diferente de queijaria para queijaria. Outro fator que influencia na falta de 

padronização de sal dos queijos artesanais seria o diferente tempo de salga utilizado 

por cada produtor e por cada região, contribuindo na variação final (COSTA 

JUNIOR et al., 2009a; SILVA et al., 2011).  

O teor de sal dos queijos pode causar da inibição de micro-organismos. No 

entanto, no caso do S. aureus (micro-organismo foco do presente estudo), este pode 

tolerar até 20% de sal no seu desenvolvimento e até 10% de sal para produção de 

enterotoxinas (BORGES et al., 2008), considerado halotolerante.  

Em relação ao efeito do sal na atividade da nisina, teores de sal acima de 2% 

no queijo podem aumentar a eficiência da nisina contra S. aureus, principalmente em 

baixas temperaturas (THOMAS e WIMPENNY, 1996). Chollet et al (2008) também 

verificaram que um aumento no teor de sal de queijo Emmental aumenta a 

bioatividade da nisina contra o micro-organismo indicador Micrococcus luteus.  

 

4.3.1.5.  Atividade de água (aa) durante a maturação 

Não houve efeito significativo das concentrações de nisina em relação à 

atividade de água (aa) dos queijos (P ≥ 0,05), mas houve efeito nos tempos de 

maturação (P < 0,05). A evolução da  aa dos queijos artesanais de Araxá com 

diferentes concentrações de nisina, durante o período de maturação, pode ser 

observada na Figura 10. 
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Figura 10. Média da atividade de água (Aa) dos queijos artesanais ao longo dos 60 

dias de maturação fabricados com diferentes concentrações de nisina. 
 

Durante o período de maturação ocorreu redução na atividade de água dos 

queijos em todos os tratamentos (Figura 10), no entanto não houve influência da 

nisina nesta redução. Resultados semelhantes foram encontrados por Pinto et al. 

(2011) em queijo Minas artesanal do Serro com e sem nisina, ou seja, houve 

diferença na atividade de água dos queijos nos tempos de maturação, mas não em 

relação ao tratamento. Nesse mesmo estudo (Pinto et al., 2011), foram encontrados 

valores de atividade de água que variaram de 0,94 a 0,83 durante um período de 7 a 

60 dias de maturação.  

Os queijos artesanais de Araxá foram maturados a temperatura ambiente e 

sem embalagem, o que resultou em grande perda de água por evaporação e 

consequentemente reduziu a atividade de água dos mesmos durante os 60 dias de 

maturação (Figura 10). 

Martins et al. (2004a) encontraram 0,97 de atividade de água para queijos 

artesanais de Araxá com 8 dias de maturação, resultado semelhante ao do presente 

estudo.  

Os valores de atividade de água encontrados nos queijos artesanais de Araxá 

com e sem nisina ao longo da maturação são favoráveis à multiplicação de patógenos 

como o micro-organismo foco deste estudo: o Staphylococcus aureus (FAVARO et 

al., 2006; BORELLI et al., 2011), que é capaz de produzir de enterotoxinas em 
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valores de atividade de água de até 0,83, apesar do ótimo ser 0,99 (BORGES et al., 

2008).  

A maturação, o teor de umidade e o teor de sal influenciam a atividade de 

água (aa) dos queijos de uma maneira geral. Algumas frações de aminoácidos,  

liberados durante a proteólise a partir de nitrogênio solúvel em TCA 12%, possuem 

cadeias laterais com grupos polares ou ionizáveis que se integram facilmente a água, 

abaixando a atividade de água durante o período de maturação do queijo 

(BERESFORD et al., 2001; SOUSA et al., 2001). O sal diminui a atividade de água 

devido ao seu baixo peso molecular e sua alta solubilidade e em queijos maturados 

sem embalagem ou sem qualquer outra película de proteção, existe redução da 

atividade de água pela perda de umidade por evaporação. (BERESFORD et al., 

2001).  

 

4.3.1.6.  Teor de gordura e gordura no extrato seco (GES) durante a maturação 

Houve efeito significativo das concentrações de nisina e do tempo de 

maturação em relação ao teor de gordura e GES dos queijos artesanais (P < 0,05), 

mas não houve efeito da interação tempo x nisina (P ≥ 0,05). 

A Tabela 13 apresenta os valores médios do teor de gordura e de GES para os 

queijos fabricados com as três concentrações diferentes de nisina. 

 

Tabela 13: Valores médios do teor de gordura e GES em todos os tempos de 
maturação para os queijos com diferentes concentrações de nisina*. 

 
Nisina (IU.mL -1) GES  Gordura (%m/m) 

0 53,35 a 30,44 a 

100 49,86 ab 27,69 b 

400 49,07 b 27,26 b 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey. 

 

 Quanto maior foi a concentração de nisina utilizada, menor foi a 

porcentagem de gordura e GES do queijo (Tabela 13).  

Martins et al. (2004a) encontram teor de gordura médio de 28,29% em 

queijos artesanais de Araxá. Silva et al. (2011) encontraram 27,59% de gordura em 

queijos artesanais da Canastra no período das águas e 28,51% no período da seca. 
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Pinto et al. (2011) encontraram 27,83% de gordura em queijos artesanais do Serro.  

Martins et al. (2004c) encontraram 26,5% de gordura em queijos artesanais do Alto 

Paranaíba. Estes resultados demonstram que os queijos artesanais das diferentes 

regiões possuem porcentagens de gordura semelhantes, apesar das fontes de variação 

como estações do ano, alimentação animal, heterogeneidade racial do rebanho 

leiteiro e variações de manejo que podem afetar o teor de gordura do leite (COSTA 

JUNIOR et al., 2009a; SILVA et al., 2011).  

Os queijos controle, com 100 IU.mL-1 e 400 IU.mL-1 de nisina apresentaram 

valores médios de porcentagem de gordura no extrato seco (GES) de 53,35%, 

49,85% e 49,07% respectivamente (Tabela 13). Estes resultados médios classificam 

estes queijos como gordos de acordo com a Portaria 146/96 (BRASIL 1996). A 

portaria 146/96 (BRASIL 1996) classifica os queijos de acordo com o teor de 

gordura no extrato seco (GES), sendo denominados gordos quando apresentam um 

GES entre 45 a 59,9%. No entanto, a Lei 14.185/2002 (MINAS GERAIS, 2002b) 

que é específica para queijos artesanais, não estabelece nenhum critério para queijos 

artesanais quanto ao teor de gordura.  

A evolução do teor de gordura e do GES dos queijos artesanais com e sem 

nisina ao longo da maturação estão demonstrados na Figura 11. 

 

 

Figura 11 – Valores de GES dos queijos artesanais ao longo dos 60 dias de 
maturação fabricados com diferentes concentrações de nisina: (---) 0;    
( __ ) 100 UI.mL-1; e ( ... ) 400 UI.mL-1. 
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A Figura 11 demonstra que os queijos controle foram mais gordos ao longo 

de toda maturação se comparados aos queijos com nisina.  O aumento no teor de 

gordura dos queijos ao longo do tempo é esperado, devido à perda de umidade por 

evaporação e aumento da proporção dos constituintes sólidos, no entanto o GES 

tende a se manter constante. 

Em um estudo realizado por Pinto et al. (2011) o teor de gordura dos queijos 

artesanais do Serro com 100UI.mL-1 e 500UI.mL-1 não apresentram diferença 

significativa em relação ao queijo controle (P ≥ 0,05), diferindo do presente estudo. 

Este resultado comprova que a nisina influencia a composição centesimal de queijos 

artesanais de forma diferente de acordo com a região onde é utilizada.  

 

4.3.1.7.  Evolução do teor de proteína total durante a maturação 

Não houve efeito significativo das concentrações de nisina em relação à 

proteína total dos queijos (P ≥ 0,05), mas houve efeito nos tempos de maturação (P < 

0,05). Também não houve efeito significativo da interação tempo x nisina (P ≥ 0,05).  

A evolução do teor de proteínas dos queijos artesanais da região de Araxá 

está apresentada na Figura 12. 

 

 

Figura 12. Valores médios do teor de proteína total dos queijos artesanais ao longo 
dos 60 dias de maturação fabricados com diferentes concentrações de 
nisina. 
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Houve aumento progressivo e linear do percentual de proteína dos queijos ao 

longo dos 60 dias de maturação (Figura 12). A concentração da proteína total dos 

queijos ao longo do tempo é esperada, assim como a gordura e o teor de cloretos, 

devido à perda e umidade por evaporação, pois há um aumento do extrato seco total 

dos queijos, os quais são maturados sem embalagem e à temperatura ambiente (FOX 

et al., 2004).  

Martins et al. (2004a) encontraram teores de proteína total que variaram de 

21,83 a 29,26% em queijos artesanais da região de Araxá com 8 dias de maturação, 

de diferentes queijarias, demonstrando a falta de padronização dos queijos desta 

região.  

Fatores como a quebra da massa com pás de madeira (e não liras) e o fato do 

leite ser coagulado em bombonas (o que dificulta o corte da coalhada) podem ser os 

motivos por perdas de proteína (popularmente chamado de “finos”) no soro e, 

consequentemente, motivo de tanta variação no teor de proteína de queijos artesanais 

(MARTINS et al., 2004a).  

 

4.3.2. Efeito in loco da nisina na proteólise do queijo Minas Artesanal da região 

de Araxá 

A maturação envolve uma série de complexos eventos bioquímicos que 

resultam nas características de sabor, aroma e textura típicas de cada variedade de 

queijo. O mais complexo desses eventos bioquímicos, a proteólise, é causada por 

agentes que são oriundos de variadas fontes: coagulante residual (geralmente 

quimosina), enzimas endógenas do leite, fermentos lácteos, microbiota não originária 

do fermento e, em muitas variedades, as enzimas da microbiota secundária (por 

exemplo,  Penicillium sp. nos queijos maturados por fungos ou Propionibacterium 

sp. nos queijos tipo Suiço) (SOUSA et al., 2001). 

 No presente estudo, os índices de proteólise % NS pH 4,6/NT (extensão da 

maturação) e %NS TCA 12%/NT (profundidade da maturação) apresentaram uma curva 

não-normal de distribuição, de acordo com o teste Ryan-Joiner,  portanto, para estes 

resultados, adotou-se a estatística não paramétrica por meio do teste de Kruskal-

Wallis (nível de 5% de probabilidade). 
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Não houve efeito significativo das concentrações de nisina em relação à % 

NS pH 4,6/NT e NS TCA 12%/NT (P ≥ 0,05) dos queijos, mas houve efeito nos tempos de 

maturação (P < 0,05). 

As Figuras 13 e 14 apresentam a evolução dos índices de proteólise dos 

queijos com o decorrer dos 60 dias de maturação dos queijos artesanais da região de 

Araxá. 

 

 

 
Figura 13. Média da porcentagem de NS pH 4,6/NT dos queijos artesanais ao longo 

dos 60 dias de maturação fabricados com diferentes concentrações de 
nisina. 

 
O %NS pH 4,6/NT se deve principalmente a ação proteolítica do coalho 

residual sobre a caseína do queijo (POMBO e LIMA, 1989). Silva et al. (2011) e 

Costa Junior et al. (2009b) encontraram valores de, respectivamente, 12,28% e 9% 

de %NS pH 4,6/NT para queijos artesanais da Canastra e Pinto et al. (2011)  

encontraram valores próximos de 12% para queijos artesanais do Serro, todos com 8 

dias de maturação.   

No presente estudo, houve um aumento gradual do %NS pH 4,6/NT e do %NS 

TCA 12%/NT durante o período de maturação para todos os queijos (Figuras 13 e 14). 

 O %NS TCA12%/NT se deve a compostos característicos como aminoácidos, 

oligo-peptídeos, aminas produzidos durante a maturação dos queijos (POMBO e 

LIMA, 1989). Em outros estudos, foram encontrados médias de 4,66% (COSTA 

JUNIOR et al., 2009b) e 9,47% (SILVA et al., 2011) de %NS TCA12%/NT para queijos 
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artesanais da Canastra e aproximadamente 7% de %NS TCA12%/NT para queijos 

artesanais do Serro (PINTO et al., 2011), também com 8 dias de maturação. 

 

 

 
Figura 14. Média da porcentagem de NS pH 4,6/NT dos queijos artesanais ao longo 

dos 60 dias de maturação fabricados com diferentes concentrações de 
nisina. 

 

Os resultados dos trabalhos supracitados demonstram que há variação nos 

índices de proteólise dos queijos de cada região. Comparar a maturação dos queijos 

artesanais de diferentes regiões é difícil, pois existem muitas fontes que modificam a 

proteólise do queijo de maneira direta ou indireta, como a microbiota acidificadora 

de cada região, a quantidade de pingo utilizada, a umidade diferente dos queijos, as 

desigualdades nos teores de cloretos, as variações de temperaturas de maturação e 

umidade relativa do ar das câmaras. 

Em um estudo realizado por Chollet et al. (2008) com queijo Emmental 

adicionado de nisina, verificou-se que as enzimas proteolíticas presentes no queijo 

não foram capazes de hidrolisar a nisina e conseqüentemente não diminuíram sua 

capacidade antimicrobiana, no entanto, a nisina pode inibir as bactérias láticas que 

influenciam nos índices de maturação. 
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4.3.3. Análises Microbiológicas 

O resultado completo das contagens microbiológicas dos queijos Minas 

artesanais da região de Araxá com diferentes concentrações de nisina ao longo dos 

60 dias de maturação está apresentado na Tabela 14. 

 
Tabela 14. Médias das contagens microbiológicas do queijo Minas artesanal da 

região de Araxá fabricado com diferentes concentrações de nisina ao 
longo de 60 dias de maturação. 

 

Maturação 
(dias) 

Nisina    
(UI.mL-1) 

S. aureus 
Log UFC.g-1 

Aeróbios 
Mesófilos 

Log UFC.g-1 

Coliformes 
 totais 

Log UFC.g-1 

E. coli 
Log UFC.g-1 

Bactérias 
láticas 

Log UFC.g-1 

 
0 4,76 9,28 5,95 3,61 8,50 

3 100 < 1 8,99 6,98 3,96 8,26 

 
400 < 1 8,70 8,03 5,35 8,83 

 
0 4,84 9,33 5,62 3,46 8,09 

7 100 < 1 8,90 6,35 3,07 7,55 

 
400 < 1 8,56 8,24 5,27 8,23 

 
0 3,09 9,34 4,73 2,45 7,97 

14 100 < 1 8,83 6,26 3,04 8,40 

 
400 < 1 8,52 7,95 5,77 8,09 

 
0 3,80 9,56 5,12 2,50 8,13 

30 100 < 1 8,82 5,66 2,80 8,07 

 
400 < 1 8,81 7,49 5,84 8,42 

 
0 1,51 7,92 3,51 1,13 7,92 

45 100 < 1 8,38 4,45 2,72 8,19 

 
400 < 1 8,22 6,52 5,07 8,13 

 
0 1,87 8,59 3,17 1,14 7,73 

60 100 < 1 8,92 4,36 2,39 7,76 

 
400 < 1 8,75 5,62 4,57 7,96 

 
Os dados apresentados na Tabela 14 serão discutidos nos itens abaixo. 

 

4.3.3.1. Contagens de S. aureus e bactérias láticas no leite e na massa  

Foram analisadas amostras do leite e da massa de cada propriedade quanto à 

contagem de S. aureus e bactérias láticas com o intuito de verificar as contagens 

iniciais de cada um desses micro-organismos. 

 A Tabela 15 apresenta a média das contagens de S. aureus no leite e na 

massa, durante o processo de fabricação dos queijos artesanais. 
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Tabela 15. Contagens médias de S. aureus em função das diferentes doses de nisina 

adicionadas no leite e na massa durante o processo de fabricação dos 
queijos artesanais. 

 

Micro-organismo Nisina   (IU.mL-1) Leite  
Log UFC.mL-1 

Massa  
Log UFC.g-1 

 
0 2,537 a 2,25 a 

S. aureus 100 1,633 a < 1 b 

 
400 2,293 a < 1 b 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey em cada 
coluna separadamente. 
 

Neste estudo, como esperado, as contagens iniciais de S. aureus no leite não 

foram diferentes estatisticamente ao nível de 5% de significância (P ≥ 0,05) para os 

diferentes tratamentos. A igualdade dos resultados era esperada, pois se partiu do 

mesmo leite para a fabricação dos queijos artesanais com diferentes concentrações de 

nisina. 

A Lei 14.185 (MINAS GERAIS, 2002b), específica para queijos artesanais, 

preconiza valores de Staphylococcus aureus menores iguais a 102 UFC.mL-1 ou 2 

Log UFC.mL-1 no leite cru destinado a fabricação de queijos. Com base nos limites 

exigidos por essa lei, conclui-se que o leite utilizado no presente estudo, destinado 

para a fabricação dos queijos controle e de 400 UI.mL-1 (Tabela 15) estava fora dos 

padrões exigidos.  

No entanto, os queijos artesanais de Araxá possuem potencial para obter 

sucesso com a utilização de nisina, pois as contagens iniciais de S. aureus no leite 

foram inferiores a 103 UFC.mL-1. Apenas a utilização de nisina no leite não garante 

que os queijos artesanais  sejam seguros. Para que isso ocorra, é necessário que a 

contagem inicial de S. aureus no leite seja baixa e que se pratique as boas práticas de 

fabricação, pois a eficácia da nisina depende da contagem inicial (PINTO et al., 

2011).  

Resultado semelhante ao do atual estudo foi encontrado por Borelli et al. 

(2006), em que as contagens de S. aureus no leite variaram de 2,0 a 4,9 Log UFC. 

mL-1 na região da Canastra, também produtora de queijos artesanais. Contagens 

iniciais acima de 4 ciclos logarítmicos foram encontradas por Pinto et al. (2011) no 

leite utilizado para a fabricação de queijos na região do Serro. Rall et al. (2008) 

encontraram S. aureus em 70,4% das amostras de leite cru de 5 fazendas do estado 

de São Paulo, com contagens acima de 105 UFC.mL-1. 
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Para análise da massa (Tabela 15), verificou-se imediata inibição de S. aureus 

na fabricação dos queijos adicionados de nisina, o que também comprova o potencial 

de utilização de nisina na inibição de S. aureus em queijos artesanais da região de 

Araxá. A coleta da massa foi feita no início da etapa de enformagem e antes da salga 

dos queijos.  

Em um estudo na região da Canastra, Borelli et al. (2006) encontraram 

contagens de S. aureus na massa que variaram de 4,3 a 6,4 log UFC.g-1, médias 

superiores a dos queijos de Araxá. 

A Tabela 16 mostra as contagens de bactérias láticas para o leite e a massa 

durante o processo de fabricação dos queijos artesanais. 

 
Tabela 16. Contagens médias de bactérias láticas em função das diferentes doses de 

nisina adicionadas no leite e na massa durante o processo de fabricação 
dos queijos artesanais. 

 

Micro-organismo Nisina   (UI.mL-1) Leite  
Log UFC.mL-1 

Massa  
Log UFC.g-1 

 
0 1,937 a 4,300 a 

Bactérias láticas 100 2,070 a 3,013 a 

 
400 2,890 a 2,433 a 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey em cada 
coluna separadamente. 
 
 O objetivo da análise de bactérias láticas no leite foi verificar se as contagens 

iniciais eram semelhantes, já que se trabalhou com o mesmo leite para as diferentes 

fabricações dos queijos artesanais. Como esperado, a contagem de bactérias láticas 

foi igual estatisticamente ao nível de 5% de significância (P ≥ 0,05) para os 

diferentes tratamentos. 

No caso da análise de bactérias láticas na massa, a finalidade era verificar se 

haveria inibição destas bactérias em função da adição de nisina no leite. Apesar da 

tendência de redução das bactérias láticas em função da adição de nisina, as 

contagens de bactérias láticas na massa foram estatisticamente iguais para todos os 

tratamentos ao nível de 5% de significância. As bactérias láticas catalisam reações 

bioquímicas que promovem sabor e textura característicos das inúmeras variedades 

de queijo (McSWEENEY, 2004), portanto, neste estudo, é desejável que a nisina não 

iniba o desenvolvimento de tais bactérias. 
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4.3.3.2. Contagem de S. aureus do queijo Minas Artesanal da região de Araxá 

A análise de variância demonstrou que as concentrações de nisina 

influenciaram significativamente as contagens de S. aureus dos queijos artesanais (P 

< 0,05) (Tabela 17), no entanto não houve efeito do tempo (P ≥ 0,05) e nem da 

interação tempo versus tratamento (P ≥ 0,05) ao nível de 5 % de significância. 

 
Tabela 17. Valores médios das contagens de S. aureus para os queijos com diferentes 

concentrações de nisina em todos os tempos de maturação. 
 

Nisina (IU.mL -1) Log UFC.g-1 * 

0 3,31 a 

100 0 b 

400 0 b 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey. 
 
Apesar da média das contagens dos queijos controle apresentar um valor 

aceitável de 3,31 log UFC.g-1 (Tabela 17), alguns queijos no início da maturação 

atingiram valores de 106 UFC.g-1, o que demonstra a necessidade do uso de nisina 

para fabricar os queijos desta região.  

Nos queijos em que foi adicionado 100 e 400 UI.mL-1 de nisina não foi 

detectada a presença de S. aureus ao longo dos 60 dias de maturação, ou seja, 

apresentaram contagens inferiores a 1 log UFC.g-1 em todas as análises, ao longo do 

tempo.  

Este resultado evidencia a atividade bactericida da nisina em relação ao 

desenvolvimento de S. aureus, mesmo utilizando baixas concentrações de nisina, 

como 100 UI.mL-1. Este resultado difere de Pinto et al. (2011), em que a nisina 

reduziu as contagens de S. aureus, mas não inibiu o totalmente o desenvolvimento 

destes, como ocorreu nos queijos artesanais de Araxá. Tal fato pode ser explicado 

devido às estirpes de  S. aureus da região de Araxá serem mais sensíveis à nisina se 

comparadas às dos queijos artesanais da região do Serro, como comprovado nos 

testes in vitro dos respectivos estudos.   

A Figura 14 demonstra a evolução da contagem de S. aureus para os queijos 

controle, ou seja, sem adição de nisina, do presente estudo. Nota-se que o queijo 

controle chegou a atingir médias de aproximadamente 5 log UFC.mL-1 de S. aureus, 

valor superior ao exigido por Lei (as contagens devem ser menores que 3,7 log 
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UFC.g-1) (MINAS GERAIS, 2008), o que comprova a necessidade do uso de nisina 

como um agente antimicrobiano. Resultados semelhantes para estudos com queijos 

artesanais foram encontrados por Borelli et al. (2006), ou seja, contagens acima de 

5,0 log UFC.g-1 de S. aureus nos queijos artesanais da região da Canastra. 

 

 
 

Figura 14. Evolução da contagem de S. aureus em função do tempo para queijo 
Minas artesanal da região de Araxá fabricado sem a adição de nisina. 
 

A produção de toxinas necessárias para ocasionar a intoxicação ocorre 

quando se atinge contagens de 105 a 106 micro-organismos por grama do alimento 

(SILVA e GOMES, 2001; BORGES et al., 2008). No presente estudo, nos tempos 3 

e 7 dias de maturação, para contagens do queijo controle, se atingiu valores próximos 

de 105, o que indica a potencial presença de enterotoxinas, suficientes para causar 

uma intoxicação e também indicando a necessidade do uso de nisina. 

Borelli et al. (2006) encontraram contagens de S. aureus nos queijos 

artesanais com cinco dias de fabricação que variaram de 2,0 a 6,3 log UFC.g-1 na 

região da Canastra. Em um estudo realizado com queijo Minas frescal produzido em 

Uberlândia-MG, Komatsu et al. (2010) reportaram que 88% das 50 amostras 

avaliadas estavam contaminadas com S. aureus apresentando médias superiores a 105 

UFC.g-1. Estes estudos comprovam que os queijos podem ser um risco para 

intoxicação por S. aureus, assim como os queijos controle do presente estudo e deve-

se procurar alternativas para combater este problema. 
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4.3.3.3. Detecção de genes que codificam para a produção de enterotoxinas de S. 

aureus 

A presença do gene femA (que identifica S. aureus) e a presença dos genes 

que codificam para a produção de enterotoxinas (sea, seb, sec, sed e see) em 

linhagens de S. aureus isoladas dos queijos foi analisada e os resultados estão 

demonstrados na Tabela 18. Apenas os queijos controle foram analisados, pois não 

houve multiplicação de S. aureus nos queijos adicionados de nisina. 

 
Tabela 18. Presença do gene femA e dos genes que codificam para a produção de 

enterotoxinas (sea, seb, sec, sed e see) em linhagens de S. aureus isoladas 
dos queijos artesanais da região de Araxá por PCR. 

 

Identificação 
da cultura 

Presença dos genes* 

fem A sea seb sec sed see 

A1 + + - + - + 

A 2 + - - + - + 

A 3 + + - - - + 

A 4 + + - - - - 

A 5 + + - - - + 

B 2 + + - - - + 

B 3 + + - - - - 

B 4 + + - - - + 

B 5 + + - - - + 

C 1 + + - - - + 

C 2 + + - + - - 

C 3 + + - + - + 

C 4 + + - - - + 

C 5 + + - - - + 

* -, não detectado; + detectado. 
 
O gene femA codifica um fator essencial para a resistência a meticilina e é 

universalmente presente em todos os isolados de S. aureus. Por este motivo sua 

presença é utilizada para identificação deste micro-organismo (MEHROTRA et al., 

2000). Na Tabela 18 verificou-se que todos os  isolados escolhidos da terceira etapa 

eram S. aureus, pois possuíam o gene femA.  

Na Figura 15, observa-se a presença de banda específica para o gene femA 

nos isolados de S. aureus. A presença do gene é reconhecida pelo número de pares de 

bases (pb) que compõem o gene. Dessa forma, observamos a presença de 125 pb que 

é característico para o femA. 
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Figura 15 – Eletroforese dos produtos de amplificação de DNA de S. aureus isolados 

do queijo Minas artesanal da região de Araxá. Pistas M: marcador. Pista 
1: controles positivos femA (132 pb) e sea (544 pb). Pista 2: controles 
positivos femA (132 pb)  e seb (416 pb). Pista 3: controles positivos femA 
(132 pb)  e sec (257 pb). Pista 4: controles positivos femA (132 pb)  e see 
(170 pb). Pista 5: amostra A1 - positiva para femA(132 pb)  e sea (544 
pb). Pista 6: amostra C2 - positiva para femA (132 pb) e sea (544 pb). 
Pista 7: amostra 1A (isolada na primeira etapa) - positiva para femA (132 
pb)  e seb (416 pb). Pista 8: amostra A2 - positiva para femA (132 pb)  e 
sec (257 pb). Pista 9: amostra C3 - positiva para femA (132 pb)  e sec 
(257 pb). Pista 10: amostra B2 - positiva para femA (132 pb)  e see (170 
pb). Pista 11: amostra B5 - positiva para femA (132 pb)  e see (170 pb). 
As identificação das culturas são as mesmas da Tabela 18, com exceção 
da pista 7, pois foi usado material isolado da primeira etapa do projeto. 

 

Os genes mais freqüentes nos isolados de S. aureus foram o sea (92,9%) e o 

see (78,6%), enquanto os genes seb e sed não foram positivos em nenhum dos S. 

aureus isolados dos queijos artesanais de Araxá (Figura 16). 
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Figura 16. Porcentagem de ocorrência do gene femA e de genes sea, seb, sec, sed e 
see, em linhagens de S. aureus isoladas de queijo Minas artesanal da 
região de Araxá. 

 
Em estudo realizado em queijo artesanais da região da Canastra (BORELLI et 

al., 2011) não foi encontrado a presença de genes que codificam para a produção de 

enterotoxinas sea, seb, sec e sed, resultados que diferem do presente estudo. 

 

4.3.3.4. Detecção de enterotoxinas de S. aureus 

A detecção de enterotoxinas foi realizada em queijos com contagens de S. 

aureus acima de 102 UFC.mL-1. Apenas os queijos controle foram analisados, pois os 

queijos com 100 UI.mL-1 e 400 UI.mL-1 de nisina apresentam contagens < 10 UFC. 

g-1. O resultado pode ser demonstrado na Tabela 19. 
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Tabela 19. Contagens de S. aureus, período de maturação e presença de 
enterotoxinas nos queijos artesanais das 3 propriedades selecionadas (A, 
B, C). 

 

Produtor 
Tempo de maturação 

(dias) 
Contagem 
UFC.g-1 

Presença de 
enterotoxina 

A 3 2,8 x 105 negativo 

A 7 5,3 x 105 negativo 

A 14 1,2 x 103 negativo 

A 30 4,3 x 104 negativo 

B 3 3,2 x 105 negativo 

B 7 8,1 x 105 negativo 

B 14 1,6 x 106 negativo 

B 30 5,8 x 106 negativo 

B 45 3,5 x 104 negativo 

B 60 4,2 x 105 negativo 

C 3 2,1 x 103 negativo 

C 7 8,0 x 102 negativo 

 
De acordo com a Tabela 19, verifica-se que não foi encontrada a presença de 

enterotoxinas nos queijos artesanais da região de Araxá.  

Borelli et al. (2011) não encontraram a presença das enterotoxinas SEA, SEB, 

SEC e SED em queijos artesanais da região da Canastra, durante 45 dias de 

maturação. 

Araújo et al. (2004) também não encontraram a presença de enterotoxinas nas 

amostras de queijo artesanais de Araxá analisadas, apesar da elevada contagem de S. 

aureus (21,62% dos queijos acima de 105 UFC.g-1). Resultado semelhante foi 

encontrado por Pinto et. al. (2004) em queijos artesanais produzidos na região do 

Serro em que 21% das amostras apresentaram contagens entre 106 - 107 UFC.g-1 e 

não foi detectada a presença de enterotoxina.  

Borelli et al. (2006) encontraram as enterotoxinas SEA, SEB, SEC e SED em 

um “pool” de S. aureus isolados de queijos artesanais da região da Canastra, sendo as 

enterotoxinas SEB e SEC as mais frequentes. 

 

4.3.3.5. Demais análises microbiológicas 

O logaritmo da contagem de aeróbios mesófilos, coliformes totais e bactérias 

láticas apresentaram uma curva normal de distribuição, de acordo com o teste Ryan-



 

67 
 

Joiner. Portanto, para estes resultados, adotou-se a análise de variância e o teste de 

Tukey para comparação entre as médias (ambos com nível  de 5% de probabilidade).  

No entanto, o logaritmo da contagem de E. coli do presente trabalho 

apresentou uma curva não-normal de distribuição e para este resultado, adotou-se a 

estatística não paramétrica por meio do teste de Kruskal-Wallis e o teste de Tukey 

para comparação entre as médias (ambos com nível  de 5% de probabilidade). 

 

4.3.3.5.1. Contagem de micro-organismos aeróbios mesófilos 

Houve efeito significativo das concentrações de nisina (Tabela 20) e do 

tempo em relação à contagem total de aeróbios mesófilos (P < 0,05), mas não houve 

efeito significativo da interação tempo e das concentrações nisina (P ≥ 0,05).  

 
Tabela 20. Contagem de aeróbios mesófilos em função das diferentes doses de nisina 

para todos os tempos de maturação dos queijos artesanais. 
 

 
Nisina   (UI.mL-1) Média Log UFC.g-1 

 
0 9,00 a 

Aeróbios mesófilos 100 8,81 ab 

 
400 8,59 b 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey em cada 
coluna separadamente. 

 
Quanto maior foi a dose de nisina utilizada, menor foi a contagem de aeróbios 

mesófilos (Tabela 20), indicando que a nisina inibiu este grupo de micro-organismo. 

A nisina tem efeito bactericida no grupo de bactérias Gram-positivas, sendo assim 

este efeito inibitório pode ter influenciado na contagens de aeróbios mesófilos de 

uma maneira geral.  

Em um estudo realizado por Pinto et al. (2009b) em queijos artesanais do 

Serro com sete dias de maturação, em queijarias consideradas adequadas e não 

adequadas, observou que a média das contagens de mesófilos aeróbios situaram-se 

entre 8,25 e 8,37 Log UFC.g-1, valores próximos ao do presente estudo.  

Neste estudo (Pinto et al., 2009b), verificou-se que a contagem total de 

mesófilos não é fator relevante para se avaliar a adequação da produção de queijos 

artesanais do Serro baseado na salubridade da queijaria, presença de animais 

domésticos e hábitos higiênicos do queijeiro. 
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 A Tabela 21 mostra a equação da evolução das contagens de aeróbios 

mesófilos de acordo com as diferentes doses de nisina ao longo da maturação. O r2 

baixo é explicado devido à dispersão dos dados dentro de cada nível, no entanto 

verifica-se que há uma tendência de comportamento justificada pela significância dos 

coeficientes de regressão. 

 
Tabela 21. Equação do comportamento de aeróbios mesófilos nos queijos com 

diferentes doses de nisina ao longo da maturação. 
 

Micro-organismos Equação* r2 

Aeróbios mesófilos y = 9,34 – 0,00195x – 0,0142z + 0,000038xz 26,0 
* a variável x é a concentração de nisina (IU.mL-1) e a variável z é o tempo de maturação. 

 

4.3.3.5.2. Contagem de coliformes totais 

Houve efeito significativo das concentrações de nisina e do tempo em relação 

à contagem de coliformes totais (P < 0,05), mas não houve efeito significativo da 

interação entre tempo e concentrações de nisina (P ≥ 0,05).  

A Tabela 22 apresenta os valores médios da contagem de coliformes totais 

para os diferentes tratamentos do queijo Minas artesanal, para todos os tempos 

avaliados, demonstrando o efeito da nisina. 

 
Tabela 22. Contagem de coliformes totais em função das diferentes doses de nisina 

para todos os tempos de maturação dos queijos artesanais. 
 

Nisina   (IU.mL-1) Média Log UFC.g-1 

0 4,69 c 

100 5,68 b 

400 7,31 a 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey em cada 
coluna separadamente. 
 

Apesar das doses de nisina inibirem a multiplicação de S. aureus nos queijos, 

nota-se que quando maior a concentração de nisina, maior é a contagem de 

coliformes totais (Tabela 22).  

Este fato pode ter ocorrido devido ao efeito bactericida da nisina sobre 

bactérias que competem pelo mesmo substrato com o grupo coliformes totais, 
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favorecendo conseqüentemente sua multiplicação, já que os coliformes totais são 

bacilos Gram-negativos e não são inibidos pela ação da nisina.  

Portanto, o uso de nisina não garante a qualidade do queijo, faz-se necessário 

manter as condições de higiene e Boas Práticas na fabricação e também na obtenção 

do leite. A presença de coliformes indica a qualidade higiênico-sanitária deficiente 

do produto.  

De acordo com o Decreto 44.864 de 08 de agosto de 2008 (MINAS GERAIS, 

2008), o limite máximo de coliformes totais permitido em queijos artesanais é de 4 

Log UFC.g-1, demonstrando que a média dos queijos artesanais de Araxá (Tabela 22) 

com e sem o uso de nisina estão inadequadas em relação a contagem de coliformes 

totais. 

Em um estudo com queijo Minas artesanal fresco da região do Serro (FARIA 

et al., 2002) 21 % dos queijos analisados apresentaram contagens de coliformes 

totais acima de 4 log coliformes.g-1, sendo que em 50% destas amostras a contagem 

foi reduzida para menos que 103 com a maturação do queijo por 30 dias a 12 ºC.  

Pinto et al. (2009b) encontraram valores de médios de 3,6 a 5,47 log UFC.g-1 

de coliformes totais em queijarias consideradas adequadas e inadequadas, tomando 

como base a salubridade da queijaria, a presença de animais domésticos e hábitos 

higiênicos do queijeiro. Estes valores são inferiores ao do presente estudo, em que a 

média das contagens de coliformes totais dos queijos artesanais de Araxá com 7 dias 

de maturação foi de 6,73 log UFC.g-1.  

Araujo et al. (2004) encontraram contagens de 104 coliformes.g-1 em 48,65% 

das amostras de queijos artesanais de Araxá e 3 log UFC.g-1 em 37,84% das amostras 

analisas para E. coli, enquanto Borelli et al. (2006) encontraram contagens de 

coliformes totais nos queijos artesanais com cinco dias de fabricação que variaram de 

240 a 11000 NMP.g-1 na região da Canastra.  

Comparando-se os resultados obtidos por esses pesquisadores, pode-se 

verificar que existe uma discrepância em relação à presença dos coliformes totais nas 

amostras estudadas, demonstrando que as condições higiênico-sanitárias podem ser 

diferentes para cada estabelecimento produtor. 

A equação do comportamento de coliformes totais em função das diferentes 

concentrações de nisina ao longo do tempo pode ser observada na Tabela 23.  
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Tabela 23. Equação do comportamento de coliformes totais nos queijos com 
diferentes doses de nisina ao longo da maturação. 

 
Micro-organismos Equação* r2 

Coliformes totais y = 6,05 + 0,00629x – 0,0455z 69,4 

* a variável x corresponde à concentração de nisina (UI.mL-1) e a variável z corresponde ao tempo de 
maturação. 

 
De acordo com análise de variância, os queijos artesanais demonstraram 

tendência ao decréscimo ao longo do tempo de maturação, como pode ser visto na 

equação da Tabela 23, pois nota-se coeficiente correspondente ao tempo de 

maturação é negativo e o inverso ocorre em relação a dose de nisina. 

A Figura 16 mostra o comportamento de coliformes totais nos queijos  

artesanais com diferentes concentrações de nisina separadamente ao longo do tempo. 

 

 

Figura 16. Contagem de coliformes totais dos queijos artesanais ao longo dos 60 dias 
de maturação fabricados com diferentes concentrações de nisina: (---) 0; 
(....) 100 UI.mL-1; e ( __ ) 400 UI.mL-1. 

 

 A Figura 16 demonstra que há uma tendência ao decréscimo de coliformes 

totais em função do tempo e também que quanto maior é a dosagem de nisina 

utilizada, maior é contagem. A diferença média para a contagem de coliformes dos 

queijos controle ao longo da maturação foi de 1 e 2,6 ciclos logarítmicos para queijos 

com 100 UI.mL-1 e 400 UI.mL-1 respectivamente. 
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4.3.3.5.3. Contagem de E. coli 

Houve efeito significativo das concentrações de nisina (P < 0,05) em relação 

à contagem de E. coli nos queijos artesanais com diferentes concentrações de nisina 

(Tabela 24), mas não houve efeito em relação ao tempo de maturação (P ≥ 0,05).  

 
Tabela 24. Contagem de E. coli em função das diferentes doses de nisina para todos 

os tempos de maturação dos queijos artesanais. 
 

Nisina   (UI.mL-1) Média log UFC.g-1 

0 2,37 b 

100 2,75 b 

400 5,50 a 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey em cada 
coluna separadamente. 

 

De acordo com a Tabela 24, verifica-se que não houve diferença nas 

contagens de E. coli nos queijos com 0 e 100 UI.mL-1, no entanto a contagem dos 

queijos com 400 UI.mL-1 foi superior as demais. A mesma justificativa para a maior 

contagem de coliformes pode ser utilizada para justificar a maior contagem de E. coli 

nos queijos com  400 UI.mL-1 de nisina. A nisina pode ter efeito bactericida em 

bactérias Gram-positivas que competem pelo mesmo substrato com o grupo E. coli, 

favorecendo conseqüentemente sua multiplicação, já que a E. coli é Gram-negativa e 

não é inibida pela ação da nisina. 

 A Figura 17 demonstra que os queijos com concentrações de 400 UI.mL-1 

apresentam tendência quadrática de comportamento ao longo do tempo, enquanto 

para 0 e 100 UI.mL-1 existe uma tendência linear. No entanto, de acordo com a 

análise não paramétrica de Kruskal-Wallis, não há efeito significativo (P ≥ 0,05) de 

tempo no desenvolvimento de E. coli.  
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Figura 17. Contagem de E. coli dos queijos artesanais ao longo dos 60 dias de 

maturação fabricados com diferentes concentrações de nisina: (---) 0; 
(....) 100 UI.mL-1; e ( __ ) 400 UI.mL-1. 

 

Como ambas as dosagens de nisina de 400 UI.mL-1 e 100 UI.mL-1 foram 

eficientes para inibir S. aureus, conclui-se que é recomendado utilizar 100 UI.mL-1 

em queijos artesanais da região de Araxá para manter as contagens de E. coli 

semelhantes às do queijo controle. 

 

4.3.3.5.4. Contagem de bactérias láticas 

Não houve efeito significativo das concentrações de nisina, do tempo e da 

interação do tempo e concentrações de nisina em relação à contagem de bactérias 

láticas (P ≥ 0,05) nos queijos artesanais.  

 
Tabela 25. Contagem de bactérias láticas em função das diferentes doses de nisina 

durante o processo de fabricação dos queijos artesanais. 
 

Nisina   (IU.mL-1) Média Log UFC.g-1 

0 8,05 a 

100 8,03 a 

400 8,28 a 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey em cada 
coluna separadamente. 
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Este resultado (Tabela 25) pode ser considerado satisfatório, pois significa 

que não houve efeito bactericida da nisina em relação às bactérias láticas, que 

influenciam positivamente na proteólise do queijo e consequentemente nas 

características de textura e sabor dos queijos artesanais da região de Araxá. A 

microbiota específica local é responsável pelas características do queijo artesanal de 

cada região e por isso deve ser mantida.  

A evolução das médias das contagens de bactérias láticas ao longo do período 

de maturação está apresentado na Figura 18. 

 
 
Figura 18. Média das contagens de bactérias láticas (BAL) dos queijos artesanais ao 

longo dos 60 dias de maturação fabricados com diferentes concentrações 
de nisina. 

 

Em um estudo realizado por Kykkidou et al. (2007), foi comprovado que 

diferentes concentrações de nisina (0, 50 e 150 IU g-1) afetaram a contagem de 

lactococos somente após 14 dias de maturação de um queijo ácido macio (Galotyri) 

sob refrigeração a 4ºC. Após 14 dias, quanto maior a dose de nisina, menor foi a 

população de lactococos. Já a população de lactobacilos decresceu até 21 dias de 

maturação e após esta data a população aumentou, sendo que quanto maior a 

concentração de nisina, menor a população de lactobacilos. Este resultado diverge do 

presente estudo, pois por se tratar de um queijo ácido (Galotyri), esta acidez pode ter 

auxiliado positivamente no efeito bactericida da nisina nas bactérias láticas do 

queijo, o que não ocorreu nos queijos artesanais de Araxá. 
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 Durante o período de maturação, os queijos artesanais desenvolvem 

características típicas de cada região devido principalmente à microbiota específica 

do leite cru e do pingo. Um queijo fabricado com leite cru tende a desenvolver um 

sabor característico se comparado ao queijo de leite pasteurizado (BACHMANN et. 

al., 1996).  

As bactérias láticas têm a função de produzir ácido lático a partir da lactose e 

causar mudanças bioquímicas no queijo por meio de suas enzimas durante a 

maturação, determinando as características de sabor e aroma dos queijos. As 

bactérias láticas são chamadas de culturas primárias ou iniciadoras, pois iniciam a 

produção de ácido lático a partir da lactose (FOX et al, 2004). 

 

4.3.4. Efeito in loco da nisina sobre o perfil de textura do queijo Minas 

Artesanal da região de Araxá 

A análise do perfil de textura é uma importante ferramenta para a 

caracterização do queijo. No caso dos queijos artesanais, esta análise pode contribuir 

para a reivindicação do selo de “designação de origem protegida” que valoriza o 

produto e tradição do local onde é produzido (PINTO et al., 2011).  

O resultado completo das análises do perfil de textura dos queijos Minas 

artesanais da região de Araxá com diferentes concentrações de nisina ao longo dos 

60 dias de maturação está apresentado na Tabela 26.  
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Tabela 26. Análise do perfil de textura do queijo Minas Artesanal da região de Araxá 
fabricado com diferentes concentrações de nisina durante a maturação. 

 

Maturação 
(dias) 

Nisina 
(UI.mL-1) 

Firmeza 
(N) 

Fratura- 
bilidade 

(N) 

Mastiga- 
bilidade 

(N) 

Coesi- 
vidade 
(taxa) 

Gomo- 
sidade 

(N) 

Elasti- 
Cidade 
(mm) 

 
0 22,49 17,31 130,4 0,7520 13,03 7,650 

3 100 25,76 19,67 146,4 0,7600 14,64 7,417 

 
400 28,26 24,42 111,0 0,8643 19,80 7,783 

 
0 39,99 28,01 184,6 0,7113 18,45 7,534 

7 100 32,97 23,25 161,9 0,7420 16,19 7,554 

 
400 31,88 27,21 204,7 0,8347 20,47 7,815 

 
0 32,31 20,09 118,5 0,6263 11,85 6,075 

14 100 44,39 28,74 176,1 0,6640 17,61 6,525 

 
400 37,20 31,29 226,0 0,8220 22,61 7,294 

 
0 77,50 44,70 297,0 0,6280 29,70 4,344 

30 100 68,30 40,10 247,1 0,6373 24,71 4,720 

 
400 68,50 56,10 379,0 0,8093 37,40 6,150 

 
0 84,10 48,10 318,0 0,6123 31,70 3,733 

45 100 77,40 51,80 478,3 0,6147 47,82 4,207 

 
400 117,00 95,20 598,6 0,8120 59,90 5,970 

 
0      53,99      34,09      207,5     0,6573 20,74 4,764 

60 100 59,80 38,70 236,3 0,6653 23,62 5,188 

 
400 51,52 42,74 278,0 0,8143 27,80 6,340 

 
Os dados do perfil de textura do presente trabalho apresentaram uma curva 

não-normal de distribuição, portanto, para esses resultados, adotou-se a estatística 

não paramétrica por meio do teste de Kruskal-Wallis  (nível de 5% de 

probabilidade). 

 

4.3.4.1. Coesividade 

A coesividade é a força dos laços internos que compõem o corpo do produto. 

Corresponde a área da segunda mordida sobre a área da primeira mordida no gráfico 

TPA (FOX et al., 2000). Para a variável coesividade, o teste de Kruskal-Wallis 

indicou diferença estatisticamente significativa (P ≥ 0,05) para os tratamentos 

(Tabela 27), no entanto não houve efeito do tempo (P < 0,05).  
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Tabela 27. Valores médios de coesividade para os queijos com diferentes 
concentrações de nisina em todos os tempos de maturação. 

 
Nisina (IU.mL -1) Coesividade* 

0 0,665 b 

100 0,681 b 

400 0,826 a 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey. 
 

O queijo com concentração de 400 UI.mL-1 de nisina alcançou maior valor de 

coesividade se comparados ao controle e 100 UI.mL-1 (Tabela 27). Os queijos com 

400 UI.mL-1 de nisina, também foram os que alcançaram maiores valores de pH 

(Tabela 12), se comparados aos demais. O pH pode ter influenciado a coesividade 

dos queijos. Com o pH mais alto, acredita-se que os queijos estão mais 

mineralizados, com maior quantidade de cálcio ligado à caseína (FOX et al., 2004) e 

portanto, o queijo possui consistência menos quebradiça, com maior coesividade se 

comparados aos queijos com pH mais baixo. 

 

4.3.4.2. Firmeza, fraturabilidade, mastigabilidade e gomosidade  

Neste estudo, a firmeza, a fraturabilidade, a mastigabilidade e a gomosidade 

apresentaram comportamento semelhante, por isso, foram agrupados no mesmo item.  

A firmeza é força necessária para a deformação do alimento; a fraturabilidade 

é tendência dos queijos duros a romper; a gomosidade é a energia necessária para 

desintegrar um alimento semi-sólido, ou seja, tornar um pedaço de queijo, para um 

estado pronto para engolir (FOX et al., 2002).  

A mastigabilidade é o esforço necessário para que o alimento sólido esteja 

pronto para ser deglutido e resulta do produto entre gomosidade e elasticidade (FOX 

et al., 2002). 

Não houve efeito significativo das concentrações de nisina em relação à 

firmeza, fraturabilidade, mastigabilidade e gomosidade dos queijos (P ≥ 0,05), mas 

houve efeito nos tempos de maturação (P < 0,05) (Figura 19).  

No presente estudo a firmeza, a fraturabilidade, a gomosidade e 

mastigabilidade dos queijos aumentaram até os 45 dias de maturação (figura 19) 

devido provavelmente à perda de umidade por evaporação e também a intensa 

proteólise do queijo. Este fato contribuiu para a concentração dos constituintes 
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sólidos dos queijos e conseqüentemente aumento destes parâmetros do perfil de 

textura.  

 

 

        (a) 

 

        (b) 

 

        (c) 

 

        (d) 

Figura 19. Média da firmeza (a), fraturabilidade (b), mastigabilidade (c) e 
gomosidade (d) dos queijos artesanais ao longo dos 60 dias de maturação 
fabricados com diferentes concentrações de nisina. 

 
Resultados semelhantes ao do presente trabalho foram encontrados por Pinto 

et al. (2011) em queijos artesanais do Serro, com diferentes concentrações de nisina.  

Em um estudo com queijo Castelmagno (BERTOLINO et al., 2011), um 

queijo italiano fabricado com leite cru de vaca, a firmeza aumentou até os 30 dias de 

maturação e se manteve constante até os 60 dias, já a gomosidade e a mastigabilidade 

aumentou até os 60 dias de maturação.  

Awad (2006) verificou que a firmeza e a mastigabilidade do queijo Ras, um 

queijo egípcio,  aumentou nos primeiros 60 dias de maturação e este fato ocorreu em 

função da redução de umidade com o tempo. 

 

 

 



 

78 
 

4.3.4.3. Elasticidade 

A elasticidade é tendência do queijo a recuperar sua forma original e 

dimensões após a remoção de uma tensão aplicada (FOX et al., 2002). Houve efeito 

significativo do tempo e dos tratamentos (P ≥ 0,05) em relação à variável 

elasticidade nos queijos artesanais de Araxá. 

 
Tabela 28. Valores médios de elasticidade para os queijos com diferentes 

concentrações de nisina. 
 

Nisina (IU.mL -1) Elasticidade* 

0 5,683 b 

100 5,935 ab 

400 6,892 a 

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p ≥ 0,05), pelo teste de Tukey. 
 

Houve uma tendência de aumento da elasticidade dos queijos de acordo com 

o aumento da concentração de nisina (Tabela 28).  

A elasticidade dos queijos artesanais com e sem nisina diminuiu até 45 dias 

de maturação como pode ser visualizado na Figura 20. Resultado semelhante foi 

encontrado por O’Mahony et al. (2005) em um estudo com queijo Cheddar. Sabe-se 

que a perda de umidade dos queijos e o enfraquecimento da matriz protéica devido à 

proteólise influenciam nas características reológicas do queijo (FOX et al., 2000) e 

podem ter contribuído para a perda de elasticidade dos queijos artesanais até 45 dias 

de maturação. Os queijos com menor concentração de nisina também foram os com 

menores valores de pH (Tabela 10). Queijos mais ácidos tendem ser mais 

quebradiços e desmineralizados (FOX et al., 2004) e consequentemente menos 

elásticos. 
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Figura 20. Elasticidade dos queijos artesanais ao longo dos 60 dias de maturação 
fabricados com diferentes concentrações de nisina: : (---) 0; (....) 100 
UI.mL-1; e ( __ ) 400 UI.mL-1. 

 

Resultado contrário ao do presente estudo foi encontrado por Pinto et al. 

(2011) em queijos artesanais do Serro com diferentes concentrações de nisina, em 

que houve aumento da elasticidade com o decorrer da maturação.  

No queijo do Serro com nisina (PINTO et al., 2011) houve redução das 

bactérias láticas em função das doses de nisina adicionadas, o que não ocorreu em 

Araxá, onde as bactérias láticas foram mais resistentes à nisina. Sendo assim, a 

proteólise dos queijos do Serro com nisina ocorreu principalmente função do 

coagulante residual e com menores valores de %NSTCA12%/NS (que em excesso pode 

diminuir a elasticidade do queijo). Este fato pode explicar a menor elasticidade dos 

queijos do Serro com nisina se comparados aos queijos de Araxá.  

 

4.3.5. Efeito da nisina sobre a cor do queijo Minas artesanal da região de Araxá 

A análise da cor foi feita por meio de um colorímetro Color Quest II, marca 

Hunterlab. A determinação foi baseada no sistema de cor CIE Lab (L*a*b*). Neste 

sistema, L* indica a luminosidade que varia  de zero (preto) a 100 (branco); enquanto 

que a* e b* representam as coordenadas de cromaticidade, sendo que valores de a* 

positivos indicam tendência ao vermelho e valores de a* negativos tendência para o 

verde; b* positivos indicam tendência para o amarelo e b* negativos indicam 
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tendência para o azul. A cor dos queijos analisados é a combinação dos parâmetros 

a* e b* e do fator luminosidade (L*).     

Os dados do perfil da cor do presente trabalho apresentaram uma curva não-

normal de distribuição, portanto, para esses resultados, adotou-se a estatística não 

paramétrica por meio do teste de Kruskal-Wallis  (nível de 5% de probabilidade). 

Para melhor compreensão dos resultados tratados, a Tabela 29 apresenta 

valores obtidos para a variável L* e para as coordenadas cromáticas a* e b* da 

análise de cor dos queijos artesanais nos diferentes tempos e tratamentos. 

 

Tabela 29. Valores obtidos para a variável L* e para as coordenadas cromáticas a* e 
b* da avaliação da cor dos queijos artesanais com diferentes 
concentrações de nisina 

 
Maturação 

(dias) 
Nisina   (IU.mL-1) L * a* b* 

 
0 81,70 2,90 12,79 

3 100 80,15 2,48 12,27 

 
400 80,14 2,69 12,07 

 
0 82,35 2,77 13,10 

7 100 80,93 2,51 12,66 

 
400 81,37 2,69 13,37 

 
0 82,33 2,70 13,92 

14 100 79,36 2,66 14,03 

 
400 79,42 2,77 14,54 

 
0 83,80 0,82 15,23 

30 100 83,49 0,65 17,55 

 
400 81,10 0,98 17,65 

 
0 80,60 3,33 17,79 

45 100 75,42 2,22 14,51 

 
400 74,78 2,41 15,46 

 
0 79,22 2,72 17,28 

60 100 72,89 1,94 14,24 

 
400 71,84 2,28 16,14 

 

4.3.5.1. Luminosidade (L*) 

Não houve efeito significativo das concentrações de nisina em relação à 

luminosidade dos queijos (L*) (P ≥ 0,05), mas houve efeito nos tempos de maturação 

(P < 0,05). A evolução da luminosidade dos queijos está demonstrada na Figura 21. 
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Figura 21. Média da luminosidade (L*) dos queijos artesanais ao longo dos 60 dias 
de maturação fabricados com diferentes concentrações de nisina. 

 
 Pinto et al. (2011) não encontraram diferença significativa para queijos 

artesanais do Serro com e sem nisina, mas houve diferença em relação ao tempo, 

resultado semelhante ao do presente estudo. 

 

4.3.5.2. Coordenada cromática a* 

O comportamento da coordenada cromática a* dos queijos artesanais com 

diferentes concentrações nisina ao longo dos 60 dias de maturação estão 

demonstrados na Figura 22. Houve efeito significativo das concentrações de nisina e 

do tempo de maturação em relação à coordenada cromática a* dos queijos (P < 

0,05).  
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Figura 22. Coordenada cromática a* da avaliação da cor dos queijos artesanais ao 

longo dos 60 dias de maturação fabricados com diferentes concentrações 
de nisina: (---) 0; (....) 100 UI.mL-1; e ( __ ) 400 UI.mL-1. 

 
Pela análise gráfica (Figura 22), verifica-se que o efeito da nisina nos queijos 

é mínimo e que os queijos ficaram menos vermelhos até 30 dias de maturação. A 

partir de 30 dias todos os queijos ficaram mais vermelhos, sendo o queijo controle, 

aquele que atingiu maior valor desta coordenada cromática, comparados aos queijos 

com 100 e 400 UI. mL-1 de nisina.  

Em estudo realizado em queijos artesanais com nisina (PINTO et al., 2011) 

foi observado que as diferentes concentrações de nisina não alteraram a coordenada 

cromática a* dos queijos, mas houve alteração ao longo do tempo. Neste mesmo 

trabalho, a cor vermelha dos queijos aumentou gradativamente ao longo do tempo, 

diferindo do presente trabalho. 

 

4.3.5.3. Coordenada cromática b* 

Pela análise de variância não houve efeito significativo das concentrações de 

nisina em relação à coordenada cromática b* dos queijos (b*) (P ≥ 0,05), mas houve 

efeito nos tempos de maturação (P < 0,05). A evolução da cor amarela dos queijos, 

representada pela coordenada cromática b*, está demonstrada na Figura 23. 
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Figura 23. Média dos valores da coordenada cromática b* na avaliação da cor dos 

queijos artesanais ao longo dos 60 dias de maturação fabricados com 
diferentes concentrações de nisina. 

 

Pela Figura 23, nota-se um aumento da cor amarela dos queijos com o 

decorrer da maturação. Tal fato pode ocorrer devido a concentração dos constituintes 

sólidos ao longo do tempo, devido à perda de água do queijo por evaporação.  

Pinto et al. (2011) não encontraram diferença na coordenada cromática b* 

para queijos artesanais do Serro com diferentes concentrações de nisina, no entanto 

verificaram que a cor amarela dos queijos se intensifica com o decorrer da 

maturação, resultados semelhantes ao do presente estudo. 
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5. CONCLUSÃO 
 

 

 

Nas condições empregadas neste experimento, a aplicação de ambas as doses 

de nisina escolhidas (100 UI.mL-1 e 400 UI.mL-1) para a fabricação de queijos 

artesanais da região de Araxá foi eficiente na redução de S. aureus, ao longo do 

período de 60 dias de maturação. As contagens foram inferiores a 10 UFC.g-1 em 

todos os queijos com nisina ao longo de todos os tempos de análise. Este resultado 

corrobora a atividade bactericida da nisina em relação ao desenvolvimento de S. 

aureus, mesmo utilizando baixas concentrações de nisina como 100 UI.mL-1.  

Estes resultados diferem dos apresentados por (PINTO et al., 2011) em 

queijos artesanais do Serro, trabalho utilizado como base para o presente estudo. 

Pinto et al. (2011) encontrou efeito bactericida contra S. aureus somente nas doses de 

400 e 500 UI.mL-1, demonstrando que a população de S. aureus da região do Serro é 

mais resistente à nisina se comparado a da região de Araxá.  Comparando-se os 

resultados dos dois trabalhos, é notória a evidência de que a nisina exerceu efeito 

diferenciado em ambas as populações de S. aureus (do Serro e Araxá) e que cada 

região deve ser estudada separadamente. 

No presente estudo, a aplicação de nisina favoreceu  a multiplicação de outros 

grupos de bactérias indesejáveis, como o grupo de Coliformes Totais e E. coli. 

Quanto maior a dose de nisina utilizada, maior foi a multiplicação destes micro-

organismos. A dose de 400 UI.mL-1 favoreceu a multiplicação de E. coli nos queijos 

artesanais, no entanto, para a dose 100 UI.mL-1, as contagens de E. coli foram 

semelhantes a do queijo controle. Este fato pode ter ocorrido devido ao efeito 

bactericida da nisina sobre bactérias que competem pelo mesmo substrato com o 

grupo de coliformes totais e E. coli, favorecendo conseqüentemente sua 

multiplicação nos queijos com nisina. Portanto,  para a aplicação de nisina em 

queijos artesanais, é necessário que as condições de higiene sejam mantidas ou até 

mesmo melhoradas, reduzindo a possibilidade de que outros grupos de micro-

organismos indesejáveis sejam favorecidos nos queijos.  

Não foram encontradas enterotoxinas estafilocócicas pré-formadas nos 

queijos artesanais, no entanto, em todas as estirpes de S. aureus isoladas dos queijos, 

se detectou algum gene que codifica para alguma enterotoxina, sendo os genes sea e 
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o see os mais frequentes. Isto demonstra que os queijos artesanais de Araxá possuem 

potencial para causar intoxicação por S. aureus e por isso, alguma medida deve ser 

tomada para o controle dos mesmos em queijos artesanais, como o uso de nisina, 

controle da mastite e a aplicação das Boas Práticas de Fabricação. 

A nisina não influenciou o desenvolvimento de bactérias láticas e os índices 

de proteólise dos queijos, apresentando resultados semelhantes ao queijo controle, 

este fato pode ser considerado um resultado positivo deste estudo. Nas características 

físico-químicas, a nisina influenciou apenas o pH, a umidade e a gordura dos queijos, 

no entanto, essas diferenças, apesar de significativas, não foram tão expressivas, 

levando em consideração que já existe grande variação na composição de queijos 

artesanais entre os próprios produtores e nas diferentes regiões caracterizadas.  

Na textura dos queijos apenas a coesividade e a elasticidade do queijo foram 

influenciadas pela dose 400 UI.mL-1 de nisina. Na cor, a variação dos queijos 

artesanais com nisina foi mínima, o que demonstra a possibilidade de aplicação de 

nisina nos queijos artesanais da região de Araxá. 

A conclusão final deste estudo é que a dose de 100 UI.mL-1 é a mais indicada 

para a utilização em queijos Minas artesanais de Araxá, pois possui o mesmo efeito 

bactericida da dose de 400 UI.mL-1 contra S. aureus e ainda mantém o queijo com 

menores contagens de coliformes totais e E. coli e com características mais próximas 

do queijo artesanal da região de Araxá sem nisina. A utilização da dose de 100 

UI.mL- ainda possibilita menor custo com a compra de nisina pelo produtor de 

queijo, visto que a quantidade utilizada é bem reduzida. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

 

Durante a realização deste experimento, surgiram alguns questionamentos 

que poderiam servir como base para pesquisas futuras. Estas incógnitas e sugestões 

serão relatadas nos próximos parágrafos deste item, com o intuito de dar 

continuidade ao trabalho realizado.  

Espera-se que os queijos artesanais da região de Araxá fabricados com o uso 

da nisina sejam semelhantes em sabor, aroma e textura, se comparados aos queijos 

artesanais fabricados sem nisina. Neste trabalho, no entanto, não foi realizado um 

estudo da análise sensorial dos queijos, para que os provadores pudessem identificar 

essas diferenças entre os queijos com e sem nisina, assunto que pode ser pesquisado 

em ocasiões futuras.  

Outro assunto para pesquisas vindouras é a análise do resíduo de nisina no 

soro e no queijo, ou seja, a cifra de transição destes componentes na fabricação do 

queijo. Quanto de nisina adicionada ao leite fica na massa de queijo e quanto de 

nisina se perde no soro.  

Neste estudo estudou-se a influência da nisina no desenvolvimento de 

baterias láticas no leite, na massa e no queijo, no entanto, não foi estudado o efeito 

do resíduo de nisina no pingo. As bactérias láticas presentes no pingo podem ser 

inibidas ou não pela ação da nisina e este fato pode alterar as características dos 

queijos artesanais, visto que o pingo utilizado no presente estudo não possuía 

nenhum resíduo de nisina e pode ter direcionado a fermentação do queijo. 

As doses de nisina utilizadas no teste in vitro do presente estudo foram de 

100, 200, 400 e 500 UI.mL-1 e verificou-se que a dose mais recomendada para a 

fabricação de queijos artesanais foi a de 100 UI.mL-1. Talvez uma dose de 50 UI.mL-

1 pudesse trazer ainda mais benefícios para a utilização em queijos artesanais de 

Araxá e deveria ser estudada.  

Por fim, a utilização de nisina ainda não é permitida em queijo Minas 

artesanal pela legislação vigente, no entanto, este estudo pode ser utilizado para o 

requerimento do uso desta substância, pois é uma prova científica que identifica 

quais alterações ocorrem nos queijos Minas artesanais da região de Araxá quando se 

faz a utilização de nisina.  
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