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RESUMO

SOBRAL, Denise, D. Sc., Universidade Federal deosa; maio de 201 Efeito da
nisina na contagem de @phylococcus aureue nas caracteristicas do queijo
minas artesanal da regido de AraxaOrientador: Antdénio Fernandes de Carvalho.
Coorientadores: Maximiliano Soares Pinto, Mauro MarnFurtado e Luis Augusto
Nero.

Os queijos Minas artesanais sao aqueles produzwmusleite cru e atualmente séo
fabricados com certificacdo em 5 regides tradigommd estado de Minas Gerais
sendo elas Serro, Canastra, Araxa, Cerrado e Cdagp¥ertentes. O queijo Minas
artesanal, por ser fabricado a partir de matéimagrque nao sofreu nenhum
tratamento térmico e por ser muito manipulado,epweicular micro-organismos
patogénicos no qual se destac&taphylococcus aurey$S. aureuys o0 que se torna
um risco para a saude do consumidor desse proQutdjetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito da adicdo de diferentes concedémcde nisina sobre o
comportamento d8.aureusem queijo Minas artesanal da regido de Araxa,rdera
o periodo de 60 dias de maturacdo. Também foi ligaed o efeito da nisina nas
caracteristicas fisico-quimicas, na protedlise @erfil de textura e cor dos queijos
artesanais ao longo da maturacdo. O trabalho ¥adido em 3 etapas. Na primeira
etapa, 0s queijos artesanais de 5 propriedadethigssona regido de Araxa foram
coletados. Além da caracterizacdo fisico-quimicatede queijos, realizou-se o
isolamento de estirpes & aureuda regido de Araxa e identificou-se 0s genes que
codificam as enterotoxinas classicasd-sege o gendemA dosS. aureussolados.
Na segunda etapa, realizou-se o tésteitro, com a finalidade de escolher qual
concentracdo de nisina seria mais eficiente cagrastirpes d8. aureudsoladas.
Na terceira etapa, as quantidades de nisina testaiden adicionadas diretamente ao
leite durante o processo de fabricacdo do queijoaMiartesanal. Investigou-se
também o efeito de diferentes doses de nisina solnécrobiota contaminante do
queijo Minas artesanal de Araxa por meio de commg#e S. aureus aerobios
mesofilos, coliformes totais E. coli ao longo do periodo de maturacdo. Ainda na
terceira e Ultima etapa, identificou-se os genes qodificam as enterotoxinas
classicas gea-sepe 0 gendemA dos S. aureussolados dos gueijos artesanais da



regido de Araxa e averiguou-se a presenca de toneras estafilocdcicas nestes
queijos durante o periodo de maturacdo. Avalioa-eéeito da nisina nos indices de
protedlise, no perfil fisico-quimico, no perfil dextura e na cor instrumental dos
gueijos Minas artesanais de Araxa ao longo do gerée maturacdo. Nas amostras
de queijo Minas artesanal analisadas na primeapaetlo projeto, verificou-se a
presenca de genes que codificam para enterotoximasodos os isolados de.
aureus Das 12 estirpes isoladas, 11 apresentaram ganasenterotoxina SEA, 1
para a SEB, 5 para a SEC, 7 para a SEE e nenhuma [BED, demonstrando o
potencial enterotoxigénico destas estirpes. O tanldo testen vitro realizado com

as proprias estirpes & aureudsoladas, indicaram que as doses de nisina de 200,
400 e 500 Ul.mL foram estatisticamente iguaR ¥ 0,05), no entanto a dose de 400
Ul.mL™ foi a escolhida baseando-se nas interferénciapadem ocorrer na matriz
do queijo em relacdo ao efeito bactericida da aisitambém no efeito da nisina nas
caracteristicas dos queijos. As duas doses esaslpata a utilizacdo no testdoco
foram as de 100 Ul.mte 400 UL.mL*. Ambas as doses de nisina escolhidas foram
igualmente efetivas na inibicdo & aureusna massa de queijo, no momento da
fabricacdo, antes da etapa de salga, apresentantimens menores que 10 UFE.g
de S. aureus As doses de 100 e 400 Ul.thtambém foram efetivas nos queijos
durante todo o periodo de maturacéo, apresentanmdagens d&. aureusnenores
que 10 UFC.g em todos os queijos com nisina, nos tempos de B4, 730, 45 e 60
dias. Este resultado evidencia a atividade badlarida nisina em relagdo ao
desenvolvimento dé&. aureus mesmo utilizando baixas concentragcdes de nisina
como 100 ULmL:. Com relacdo & presenca de genes que codificarm par
enterotoxinas, 92,9% das estirpes isoladaS.deureuma terceira etapa do teste
loco apresentaram genes para a enterotoxina SEA, 7888 SEE e 28,6% para
SEC. Nenhumas das estirpes isoladas no iesteco apresentaram genes que
codificam para as enterotoxinas SEB e SED. Apesaprésenca de genes nas
estirpes isoladas, néo foi encontrada a presen@ntégeotoxinas em nenhuma das
amostras de queijos analisadas. Nas caracterisfisa®-quimicas, a nisina
influenciou significativamenteP(< 0,05) apenas o pH, a umidade e a gordura dos
queijos. As diferentes concentracdes de nisinaimféieenciaram significativamente

(P > 0,05) no % NS 4¢NT (extensdo) e % NSca 120/NT (profundidade) dos
queijos. Também nao houve influéncia significafa 0,05) da nisina em relacao a

contagem de bactérias laticas nos queijos ao loiagmaturagdo, o que corrobora
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com os indices de protedlise semelhantes pardesrtes concentracdes de nisina
dos queijos ao longo da maturacdo. Em relacdo adsnetros de textura, os queijos
com 400 Ul.m[* apresentaram maiores valores de coesividade @cilade em
relacdo aos queijos com 100 UlLthle ao queijo controle. J& para firmeza,
fraturabilidade, gomosidade e mastigabilidade n@ové influéncia significativaR

> 0,05) da nisina. Na analise de cor, a nisina émftiou significativamenteP(<
0,05) apenas a coordenada cromatica a* que repaeaesscala de cor que vai do
vermelho ao verde nos queijos, no entanto o ef@itominimo. Em relacdo a
microbiota contaminante dos queijos, a nisina ariltiou significativamenteP( <
0,05) as contagens de aerdbios mesdfilos, colifetim@is eE. coli. Quanto maior a
dose de nisina, menor foi a contagem de aerdbiesfitess e maior foi a contagem
de coliformes totais. Nos queijos com dose de 1D@U* e nos queijos controle as
contagem deE. coli foram iguais, no entanto para os queijos com aesel00
Ul.mL™ a contagem dE. colifoi maior.
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ABSTRACT

SOBRAL, Denise, D. Sc., Universidade Federal deo¥d; May, 2012Effect of
nisin on Staphylococcus aureusounting and in the characteristics of artisanal
Minas cheese from Araxa region Advisor: Antonio Fernandes de Carvalho. Co-
advisors: Maximiliano Pinto Soares, Mauro Mansuit&ao and Luis Augusto Nero.

Artisanal Minas cheeses are produced with raw m@ild are manufactured in five
traditional regions with certification in Minas &és$ state corresponding Serro,
Canasta, Araxa, Cerrado and Campos das Vertenkes.affiisanal Minas cheese
traditionally made by hand and from milk withoutyameat treatment can bring risk
to consumer being a disseminator of pathogenic aoiganisms mainly
Staphylococcus aureyS. aureul which becomes a health risk to the consumer of
this product. The aim of this work was to evalutite effect of adding different
concentrations of nisin on the behavior&faureusn Minas Araxa cheese during
the 60 days of ripening. We also investigated ttiece of nisin on the physical-
chemical properties of proteolysis, texture andcgrofile of the cheeses during
ripening. The work was divided into three stepstha first stage, the samples of
artisanal cheeses from 5 chosen cheese-farms ofaArgion were collected. In
addition to the physico-chemical characterizatibthese cheeses, we also made the
isolation of S. aureusstrains and the identification of the genes thatoding
classical enterotoxins¢a-sepand theemAgene ofS. aureussolates. In the second
step was performed the vitro test in order to choose which concentration oinnis
would be effective against strai®s aureussolates. In the third step, the level of
tested nisin were added directly to the milk durittge cheese-making. We
investigated the effect of different doses of nismthe microbial contaminants of
artisanal Minas Araxa cheese through the countS.oc&ureus mesophilics total
coliforms and E. coli counts during ripening. By the third and final psteve
identified the genes encoding classical enterogXgea-seg andfemA gene ofS.
aureusisolates from the artisanal cheeses of Araxa regiod examined for the
presence of staphylococcal enterotoxins in thesesds during the ripening period.
Was also studied the effect of nisin in proteolypisysico-chemical, texture profile

and instrumental color properties of artisanal Mieaxa cheese throughout the
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ripening period. In the analyzed cheese samplestisanal Minas Araxa cheese, in
the first stage of the project, there was the pres@f genes encoding enterotoxins in
all isolates ofS. aureusOf the 12 isolates, 11 had genes for enterotoRiB4, 1 to
the SEB, 5 to the SEC, 7 for SEE and no to the SH&Mnonstrating the
enterotoxigenic potential of these strains. Thailtesf thein vitro test performed
with the own isolates db. aureussolates indicated that the levels of nisin 2000 4
and 500 UlL.m[* showed no statistical difference ¥p0.05), but the dosage of 400
Ul.mL™ was chosen based on the interference that mayr acahe matrix of the
cheese relative to the bactericidal effect of nasnwell as to the effect of nisin on
cheese properties. The two nisin dosages choseunséoin the th locd’ test were
100 and 400 UlL.mt. Both dosages of nisin were effective in the iitioh of S.
aureusin the cheese curd, before salting, preseningureuscounting below 10
CFU.g". The dosages of 100 and 400 Ul.fnlvere also effective in the cheese
ripening period, showing counts for S. aureus belowCFU ¢ for all cheeses with
nisin addition on 3, 7, 14, 30, 45 and 60 daysipéring. This result shows the
bactericidal activity of nisin again§t. aureusven using low concentrations of nisin
as 100 Ul.mL. Regarding to the presence of the ggeneoding enterotoxins, 92.9%
of the strains o8. aureussolated in the third stage of thi‘loca’ test had genes for
enterotoxin SEA, 78.6% for SEE and 28.6% for SEGn&lof the isolates in thén*
loco’ test showed genes that encoding for enteroto®8iBB and SED. Despite the
presence of genes in isolated strains, we not fabadoresence of enterotoxins in
any of the analyzed samples. In physical-chemiocapgrties, nisin significantlyR
<0.05) influenced only the pH, moisture and fatteoh of the cheeses. The different
concentrations of nisin not influenced significgr® > 0.05) in the cheese ripening
indexes, % NS 46/ NT and % NSrcaize /NT. There was no significant influence
(P > 0.05) of nisin against lactic acid bacteria couintshe cheeses throughout
ripening, which helps to explain the similar lew#l proteolysis for the different
concentrations of nisin addition during cheese niipg. To the texture profile
parameters, the cheeses with a 400 Ul'nshowed highest values of cohesiveness
and elasticity in relation to the cheeses with L0@nL™ and the control cheeses. On
the other hand, for firmness, brittleness, gumnsgnasd chewiness no significant
influence P > 0.05) of nisin was found. In color analysis nisignificantly
influenced P <0.05) only the color coordinate a* that represehe color scale that

goes from red to green in the cheeses, but theteffas small. For microbial
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contaminants of the cheese, nisin significanthjuericed P <0.05) the aerobic
mesophiles, total coliforms artélscherichia colicounts. As higher the nisin dosage
lower aerobic mesophilic count and higher totalifooihs count were found. For
cheeses with dosage of 100 Ul.thiand the control chees& coli counts were
similar but for the cheeses with dosage of 400 Ut'nthe E. coli counts were
higher.
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1. INTRODUCAO

Minas Gerais destaca-se como maior e mais impertarddutor de queijos
artesanais do Brasil. S&o 9.445 produtores, peng@s a cinco regides tradicionais
caracterizadas: Serra da Canastra, Serro, Cerkaalcga e Campo das Vertentes, que
produzem anualmente 29.005 mil toneladas de quggoando 26.792 empregos
diretos (EMATER, 2012a).

O queijo artesanal possui caracteristicas de sabmma e textura tipicas de
cada regido onde é produzido, motivo pelo quabefeciado pelos consumidores.
O queijo Minas artesanal valoriza as tradi¢ces m&®s da cultura mineira e tem
sido objeto de pesquisa devido também a sua immdat&condmica e social. No
entanto, existe uma preocupacdo com a inocuidasl@ldoentos e com a qualidade
do queijo artesanal que € produzido com leite ¢nooe este motivo, pode veicular
micro-organismos patogénicos conStaphylococcus aureugS. aureuy 0 que
caracteriza risco de doencas.

A presenca dé&taphylococcugm queijos artesanais pode estar associada a
manipulacéo intensa e inadequada durante o prodesfabricacdo e ao alto indice
de mastite. Diversos estudos (BORELLI et al., 2RINTO et al., 2011, BRANT et
al, 2007; BORELLI et al., 2006) comprovam a presedeS. aureusem queijos
artesanais mineiros, em niveis suficientes paraodugdo de enterotoxinas. Esta
preocupacdo desperta 0 interesse para 0 uso des rteeaologias como a
bioconservacao de alimentos e para a obtencaodapgartesanais seguros para o
consumo. A técnica € utilizada para estender a (idl@ aumentar a seguranca dos
alimentos por meio do emprego de bacteriocinasseja, proteinas ou peptideos
antimicrobianos capazes de inibir ou reduzir a iplidacdo de bactérias Gram-
positivas.

A nisina é a bacteriocina mais conhecida, sendovapa para utilizagcdo em
alimentos ha mais de 50 anos, em varios paisesoQl@ nisina é permitido com
limite de 12,5 mg.kg de produto final para todos os tipos de queijoBrasil e é
considerada uma substancia GRAS pelo comit€ddex Alimentariugla FAO -

Food and Agriculture Organization



Em um estudo realizado por Pinto et al. (2011)snaifoi utilizada em
gueijos artesanais da regidao do Serro, apresentaficiéncia contraS. aureus
principalmente nas etapas de coagulacdo do legeparacdo do soro. Este fato
resultou em menores concentragdes iniciai$.daureusno queijo. A utilizacdo de
nisina por si s6, ndo implica necessariamente @ginaceitaveis d8. aureuspois
a dose a ser utilizada € dependente da contamiiracid da matéria-prima (PINTO
et al., 2011). Sendo assim, ela pode ser eficiemteontrole deS. aureuslesde que
haja cuidados na obtencdo do leite e condicbe<riggis de manipulacdo e
fabricacéo do queijo que minimizem a contaminagQéoal.

O queijo artesanal fabricado em cada regidao demarAraxa, Canastra,
Serro, Cerrado e Campo das Vertentes) € diferentsua microbiota e composicao
fisico-quimica. Além disso, em um estudo ja rediizaom o queijo do Serro por
Pinto et al. (2011), ndo foram utilizadas cepa$ daeureussoladas da prépria regido
para a escolha das doses de nisina. Por este mptide haver disparidade em
relacdo ao efeito bactericida da nisina nos queijtesanais da regido do Serro e da
regido de Araxa. Dentro deste contexto, o preseatemlho teve como objetivo
avaliar o efeito da adicdo de nisina sobre o cotapwnto dé&taphylococcuaureus
em queijo Minas artesanal da regido de Araxa derannhaturacdo, envolvendo os

seguintes objetivos especificos:

» Isolar estirpes dé&. aureusde queijos coletados em unidades produtoras
selecionadas na regido de Araxa;

» Caracterizar 0os queijos desta regido, por meio ridises de composicao
centesimal e proteodlise durante 60 dias de matoackfinir quais queijarias
serdo utilizadas para as fabrica¢gbes de queijostsina.

» Testar quais doses de nisina seriam mais adeqpadasnibirS. aureuem
um estudoin vitro, partindo de estirpes isoladas de queijos artesalaa
regido de Araxa.

* Investigar o efeito de diferentes doses de nisinbres a microbiota
contaminante do queijo Minas artesanal de Araxanpeip de contagens de
S.aureus aerobios mesofilos, coliformes totaigecoli ao longo do periodo

de maturagéo.



Detectar, utilizando-se a técnica de PCR, os gemes codificam as
enterotoxinas classicase@-sege o gendemA dos S. aureussolados dos
gueijos artesanais da regido de Araxa.

Averiguar a presenca de enterotoxinas estafiloaéanestes queijos durante
0 periodo de maturacao.

Avaliar o efeito da adi¢cdo de nisina no desenvadvita das bactérias laticas
nos queijos ao longo do periodo de maturacéo.

Investigar os indices de protedlise, o perfil fisiiimico, de textura e de cor
dos queijos, a fim de verificar a influéncia daimassobre as caracteristicas

dos queijos Minas artesanais de Araxa ao longcediogo de maturacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O queijo Minas artesanal

Minas Gerais possui séculos de tradicdo nas psatilea fabricar e de
comercializar queijo, bem como de consumi-lo cor@bitie alimentar indispensavel
a dieta da populacdo. O preparo especial e a g@ei@do queijo Minas Artesanal
estdo entrelacados com a propria identidade dod&stalém de manter a
sobrevivéncia de varias familias fundamentandooa@uia de municipios e regides
(EMATER, 2003a; MENESES, 2009).

O queijo Minas artesanal é produzido principalmengs regides do Serro,
Cerrado (Alto Paranaiba), Canastra, Araxa e Cang® \tertentes consideradas
tradicionais e protegidas pela Léi1%.185, de 31 de janeiro de 2002 que possibilita
a legalidade desses produtos (MINAS GERAIS, 2002INAS GERAIS, 2008)
(Figura 1).

CERRADO

£l "\. ;
PATRE CAMPO DAS
AN 15

VERTENTES

Figura 1 - Regides produtoras do queijo Minas artas(EMATER-MG, 2012).



Atualmente, existem 213 queijarias cadastradasrogr&ma Queijo Minas
Artesanal, sendo 106 na regido do Serro, 52 n@a@erB1 na Canastra, 23 na regiao
de Araxad e 1 no Campo das Vertentes (IMA, 2012)PrO@grama Queijo Minas
Artesanal, executado pela EMATER-MG, contemplaganizacdo dos produtores, a
padronizacdo do processo de fabricacdo, das dasijag dos produtos, a
normatizacao de processos, as regulamentacdo ddagabs, a comercializacao e,
finalmente, a certificacdo da origem e qualidadseaies queijos (EMATER, 2012).

O programa visa garantir a inocuidade do queija, peio do controle
sanitario no processo de producgdo, incentivar ¢alémrer a organizagdo dos
produtores, cadastrar os produtores e buscar diceeido de origem e definir a
cadeia produtiva (EMATER, 2012). O cadastramenteité pelo Instituto Mineiro
de Agropecuaria (IMA) e somente em 2010 foram daadas 34 queijarias e em
2011 foram 40 queijarias (IMA, 2010; IMA, 2011; IMZ012).

Os queijos artesanais também sdo produzidos erasorggiées do estado,
mas estas ainda nao foram caracterizadas. Em j&heieo de 2011, a Lei 19.492
alterou dispositivos da Lei n° 14.185 e permitiuasampliacdo do reconhecimento
de novas regides produtoras de queijos artesamaied® o estado de Minas Gerais
e ndo apenas as regides do Serro, Canastra, ALak@ado e Campo das Vertentes.
Apesar desta nova Lei ter entrado em vigor em fande 2011, ainda ndo ha
queijarias cadastradas de novas regifes produtieragieijo Minas Artesanal que
nao sejam das 5 regides tradicionais (MINAS GERARH,1).

O queijo Minas artesanal € elaborado conformedictia historica e cultural
da regido onde € produzido, a partir do leite otegral, higido, recém ordenhado ou
fresco, retirado e beneficiado na propriedade a@gor. No processo de fabricacdo o
anico ingrediente industrial adicionado ao leit® @alho, que deve ser bovino e ndo
de origem microbiana. O produto final apresentasisb@éncia, cor e sabor
caracteristicos, massa uniforme, isenta de coramtesnservantes, com ou sem
olhaduras mecanicas (MINAS GERAIS, 2002b).

O Instituto Estadual do Patrimonio Historico e #tittio de Minas Gerais —
IEPHA — MG, em reconhecimento a importancia ecoxanei social desta atividade
produtiva para o Estado, registrou o0 modo de fdaequeijo artesanal do Serro como
“Patrimbnio Imaterial de Minas Gerais”, pelo deoret’42.505 de 15 de abril de
2002 (MINAS GERAIS, 2002a).



A cadeia de queijos artesanais deve ser ressataddrtude de sua grande
importancia social no processo de manutencao deimono campo, enfatizando que
a existéncia destes produtos € consequéncia dansieiente historico e cultural e
estes devem ser preservados. A producdo artesanqueljos em Minas Gerais,
realizada em fazendas e sitios, se perpetuou,qusda geracdo em geracdo e assim
manteve uma tradicdo secular que transformou ojagueineiro num produto

reconhecido nacionalmente e internacionalmente KRB, 1989).

2.2. Caracterizacéo do queijo Minas artesanal

O queijo fabricado com leite cru desenvolve sabaroma mais intensos que
os fabricados com leite pasteurizado. A microboialeite cru € responsavel pela
diversidade de aromas, especialmente em queijagradais por um longo periodo e
que sofrem intensa profundidade da protedlise (JENS20/NT) e lipdlise.
Consequentemente encontra-se elevados niveis deasidos, acidos graxos livres
e compostos volateis em queijos de leite cru (BAGHWW et al., 2011).

Na fabricacdo dos queijos artesanais utiliza-seingrediente especifico de
cada regido onde é produzido: o fermento lactearaatconhecido popularmente
como “pingo”. O pingo é o soro recolhido dos gueija salgados que descansam
sobre a “banca” (mesa com canaletas laterais &digente inclinada) de um dia
para o outro. E o soro fermentado reaproveitad@rdducédo do dia anterior, na
producdo seguinte e contribui de maneira relevarde maturagdo do queijo
(FURTADO, 1980, NOBREGA et al., 2008). Este ingezde, quando adicionado ao
leite cru, direciona a fermentacao desejavel doj@uea fase inicial do processo de
fabricacdo, pois € rico em bactérias laticas eBpaside cada regido e também pode
inibir parte de micro-organismos indesejaveis. Beas bactérias presentes no pingo
estdo Lactococcus lactissubsp. lactis, Lactococcus lactissubsp. cremoris,
Lactococcus lactissubsp.lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides
ssp cremorise estirpes d&nterococcusp., dentre outras (PIMENTEL FILHEX.
al, 2005).

Lima et al. (2009) estudaram recentemente a mictalde bactérias laticas
presentes no leite, no soro fermentado (pingo)ceoelhada e no queijo Minas

artesanal produzido na Cerrado — MG. As espéciedhat#érias laticas mais



frequentes encontradas neste estudo fdrastococcus lactis, Enterococcus spp.,
Enterococcus faecalisStreptococcus agalactiae.

Durante a maturacédo, as enzimas dos micro-orgasipn@sentes no leite cru
e no pingo e as enzimas do coalho residual atugmeciisamente sobre os
constituintes da massa de queijo, proporcionand@rama, textura e sabor
caracteristico (BACHMANN et al., 2011; FOX et #004; MAGALHAES et al.,
2001). Por este motivo, admite-se que o Queijo doSseja uma variedade do
Queijo Minas, apresentando, porém, sabor caraiterigsue o faz um produto
peculiar. Por outro lado, este guarda as semelbatwgueijo artesanal da Serra da
Canastra e da Serra do Salitre e Araxa, os quaisse@do tratados como similares.
O queijo Minas artesanal da Canastra apresentacé@s nos atributos sensoriais de
produtor para produtor. No entanto, quando ha o deopingo, existe maior
constancia do perfil sensorial do queijo (SILVAagt 2007).

Os queijos artesanais necessitam cumprir exigérleigais em relacdo a
padrbes microbiolégicos estabelecidos pela Lei #°%86 (MINAS GERAIS,
2002b). Estas exigéncias inicialmente eram idémtasa da legislacdo federal para
gueijos de alta umidade (umidade entre 46 e 54(@RASIL, 1996), mas foram
modificadas pelo Decreto n°® 44.864 de 2008 (MINAERAIS, 2008), e,
atualmente, séo idénticos aos padrbes estabelgualasqueijos de média umidade
(até 45,9% de umidade expressa em base seca) (BRPERI6) descritos na Tabela
1.

Tabela 1 — Parametros microbiolégicos da Lei estladf 14.185 de 2002 e a
Legislacdo Federal para queijos industriais de anéndliidade.

Lei Estadual Legislacédo Federal (Queijos)
Lei n® 14.185 Média Umidade

Micro-organismo

Coliformes 30° C n=5c¢c=2;m=1.000; M=5000 n=5;c=2; m=1.000; M =5000

Coliformes 45° C n=>5;c=2; m=100; M =500 n=5;¢c=2;m=100; M =500
*
Staphylococeus n=5.c=2m=100;M=1000 n=5;c=2;m=100; M = 1000
Coagulase +
Listeriasp. n=5.c¢c=0;m=0 n=5c¢c=0,m=0
Salmonellasp. n=5.c¢c=0,m=0 n=5c¢=0,m=0

Fonte: BRASIL, 1996; MINAS GERAIS, 2002b; MINAS GERS, 2008.



Varias pesquisas (Tabela 2) vém sendo realizadas @ointuito de se

conhecer a composigéo fisico-quimica dos queijossanais. As variacdes nas

caracteristicas fisico-quimicas encontradas nogjoguartesanais produzidos em

cada uma das regides de Minas Gerais demarcadasemefnas caracteristicas

peculiares de sabor, textura e aroma, conformeaitmteriormente. Os queijos

fabricados com leite cru possuem sabor mais intendwersificado se comparados

aos queijos de leite pasteurizado, o que lhes wEmfearacteristicas proprias

(BACHMANN et al., 2011).

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas do quidiinas artesanal produzido em

diferentes regides de Minas Gerais.

Reqidio Maturacao H Gordura Umidade Cloretos E>S<taeon— Profun- Prtc(;tglna Referéncia
9 @dias) P ©@mim) (% mm) (% m/im) didade o, 7

Canastra!/ 8 dias 514 27,59 44,93 1,64 14,32 11,87 24,81 asihal., 2011

Canastra? 8 dias 5,36 28,51 42,52 2,21 10,36 7,18 23,07 sihad., 2011

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

Canastra®/ 2 dias 5,20 27,50 38,80 2,00 8,90 6,90 22,30 2009a e 2009b
Costa Junior et al.,

Canastra? 2 dias 5,50 21,80 52,00 2,20 10,70 6,70 19,90 2009a e 2009b
Serro 6 dias 4,98 29,22 50,84 439 ... 9,18 17,06 Mdole al., 2004
Araxa 8 dias 4,85 28,29 45,05 2,06 9,35 5,43 24,40 Mzstral., 2004a
Alto Paranaiba 8 dias 5,08 26,50 43,12 1,74 10,34 4,26 25,20 Nt al., 2004b
Serro 8 dias 4,75 28,21 48,22 1,62 11,01 4,62 22,40 Nt al., 2004c

1/ periodo das aguas; 2/ periodo da seca.

As variagOes encontradas nestes diferentes esflidbsla 2) ocorrem devido

a diversos fatores como a microbiota endoégena tw#bite cru e do pingo ligada a

fatores fisicos, geograficos e naturais (solostagess, altitude, clima, relevo e
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vegetacao) (IEPHA, 2011). Outros fatores que afetasomposi¢éo dos queijos séo
as estacdes do ano, as diferentes técnicas empsegadabricacéo, as condigbes de
maturacdo (temperatura e umidade relativa do arkglimentacdo animal, a
heterogeneidade racial do rebanho leiteiro e vdesmgle manejo (COSTA JUNIOR
et al., 2009a; SILVA et al., 2011).

2.3. O queijo Minas artesanal da regido de Araxa

A regido de Araxa esta localizada no Planalto dex&yintegrando a regiao
do Alto Paranaiba, no sudoeste do estado de Mieasi<; sendo que suas terras
formaram, no passado, um amplo territorio. Estaidecomo um dos primeiros
nacleos de ocupacdo colonial que incluia, aindehamado Triangulo Mineiro,
Araxa nasceu como fruto da atuacdo dos criadoregade e dos tropeiros na lida
diaria em busca da sobrevivéncia (EMATER, 2003b).

O clima de Araxa é temperado com inverno seco @ovehuvoso. A
temperatura média do més mais quente é superi@ °€ 2 do més mais frio é
inferior a 18C. A umidade relativa média é de 75,6% (EMATER, 360 As
diferentes temperaturas e umidade relativa do @éempanfluenciar nas condi¢des de
maturacdo do queijos nas camaras (FOX, 2004), gistoestes parametros ndo sao
controlados.

O queijo Minas artesanal de Araxa € produzido masicipios de Araxa,
Campos Altos, Ibi4, Pedrindpolis, Perdizes, SacrameSanta Juliana, Uberaba,
Conquista, Pratinha e Tapira (Figura 2). Anualmehie000 toneladas de queijos
séo colocadas no mercado por 1.136 propriedades)decerca de 2.840 empregos
diretos (EMATER, 2003b).



MAPA DO QUEIJO MINAS ARTESANAL
ARAXA

ARAYA |
1 - ARAXA

2-CAMPOS ALTOS
3-CONQUISTA

4-1BIA

5 - PEDRINOPOLIS

6 - PERDIZES

7 - PRATINHA

8 - SACRAMENTO

9 - SANTA JULIANA

10 - TAPIRA

N° DE PRODUTORES -943
PRODUGAO -2.755tlano
EMPREGOS DIRETOS - 2.640
AREA -13.620 Km?

Figura 2. Regido de producdo queijo Minas artesdeahraxad — MG (EMATER-
MG, 2012).

O queijo de Araxa possui formato cilindrico, commeagimadamente 14 a 17
cm de diametro e 4 a 7 cm de altura. A casca farma crosta fina e amarelada
quando maturada e em seu interior possui cor amelaio, préximo ao branco, com
textura firme e sabor levemente acido (EMATER, 203

No processo de fabricagdo (Figura 3), adicionaesdede cru o fermento
natural (ou “pingo”) e o coalho. A filtragdo dotkeié feita apds a ordenha, em tecido
de algoddo popularmente conhecido como “tecidoavald mundo” ou peneira

plastica e tem por objetivo eliminar a presencaujielades (ARAUJO, 2004).
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ELABORACAO DO QUELIO

Il
O coalho & adicionade segundo a recomendagio do fabricants;
1l
Adiciona-se o “pingo” ou fermento lactico natural ac leite;

1l

0 corte da massa e ferto com a pa ou a régua, apos a massa atlingr o ponto;
1l

A mexedura ¢ feita com uma pa;
Il
Retwra-se o soro e 3 massa;

1l

A massa € colecada em formas plasticas com 130 a 150 mm de didmetro;
Il

A massa deve ser dessorada para efeite de compactagdo;
1l
A masza recebe sal grosso em sua superficie por um periodo de 6 a 12 horas;

!

0 queijo & virado e na outra face ¢ colocado sal grosso por 12 a 18 horas;
1l

Apos 24 horas o queljo € retirado da forma e colocado na pratelewra;
Il
O querjo & grosado como forma de acabamento;

1l

0 querjo é matwrado. Para isso é virado e lavade de 2 em 2 dias.

Figura 3 — Processo de fabricacdo do queijo MindssaAnal de Araxa (EMATER,
2003b).

A coagulacéo do leite é feita em tambores plastjbosnbonas) na maioria
das propriedades de Araxa, o que dificulta o cdetenassa, principalmente pelo uso
de pas que muitas vezes sao de madeira, 0 qudertem@aacomo potencial fonte de
contamina¢gfes do produto (FERREIRA e FERREIRA, 2011 uso de péas e
bombonas plasticas contribui também para um prosemo uniformidade, além de
gerar perdas de finos no soro e diminuir o rendimete fabricacdo do queijo
(ARAUJO, 2004).

A dessoragem e a prensagem da massa € feita codoas juntamente com
o tecido volta ao mundo quando, em seguida os agusifio acondicionados em

formas plasticas sem fundo. O processo de salgaligado em 2 etapas: na primeira
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o sal grosso é distribuido sobre os queijos, lqgis @ enformagem permanecendo
por aproximadamente 6 horas e a segunda é realiiguas da viragem do queijo
com duracéo de 12 a 18 horas (ARAUJO, 2004)..

ApoOs a salga o queijo é lavado com agua pararetiexcesso de sal e passa
por um processo denominado grosagem que é a raspdeasca do queijo para
fins de acabando. Apds esta etapa, 0 queijo pexaamm prateleiras de madeira
para completar a maturacdo, em temperatura ambéestm controle de umidade
relativa do ar (ARAUJO, 2004).

Economicamente, a producdo do queijo Araxa temcaspelevante, pois
dinamizou a producdo local de tal forma que emcdtodele constituiu-se um
mercado, gerando divisas para a cidade e paradreégdificuldade de escoamento
da producdo de leite cru, o isolamento das propdes| situadas em locais de dificil
acesso e a distancia dos grandes laticinios ai@odanslicadores que estimulam a
producao deste tipo de queijo (EMATER, 2003b).

2.4. A seguranca dos queijos artesanais

O Queijo Minas Artesanal € um patrimonio culturalEstado e sua fabricagéo
€ uma tradicdo nas regides produtoras. No entaste produto é feito com leite cru,
sem a protecao prévia da pasteurizacdo e podesespae um risco a saude publica
se nao seguir com rigor 0os cuidados sanitariosntki@processo de producao (IMA,
2010). Dessa forma, quando ha procedimentos quessemam auséncia das Boas
Praticas, nas etapas do processamento do queigsMitesanal, ha exposicao deste
a muitas fontes de contaminacdo, o que compromedtamiente a sua qualidade,
além de afetar a saude do consumidor (PINTO e2@09b).

A comercializacdo de queijos elaborados a partitette cru € proibida no
Brasil, quando o prazo de maturacdo é menor quiic®0(BRASIL, 1996), devido
ao risco potencial que representa a saude do cahsynoriundo das condicdes
precarias de processamento nas fazendas prodwdodisna desfavoravel para
manuseio do leite cru a temperatura ambiente (CARIRI.,2003).

Os queijos artesanais sao protegidos pela Lei 34de331 de janeiro de 2002
(MINAS GERAIS, 2002b), que permite que estes sejdabricados e

comercializados seguindo parametros diferenciaiigs2011 a comercializacdo dos
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queijos artesanais com menos de 60 dias de matuseapermitida, no entanto

somente dentro do estado de Minas Gerais. Paraassqueijarias deveriam ser
cadastradas pelo IMA e os queijos deveriam possilires de umidade e contagens
microbioldgicas dentro dos limites permitidos petaelLei, ndo existindo, portanto

um periodo de maturagéo especifico exigido paguegos artesanais.

Contudo, a partir de 15 de dezembro de 2011, pav deIN 57 do MAPA,
foi permitida a comercializacdo do queijo Minagsanal com periodo de maturacéo
inferior a 60 dias fora do Estado de Minas, desdesgjam cumpridas as condi¢des
exigidas por esta Instrucdo Normativa (BRASIL, 20Hstudos técnico-cientificos
devem comprovar que a reducdo no periodo de maturago compromete a
qualidade e a inocuidade do queijo (BRASIL, 2011).

Com a IN 57, os queijos Minas artesanais seraaiohat no Sistema Brasileiro
de Inspec¢édo de Produto de Origem Animal (SISBI-P@&)Sistema Unificado de
Atencdo a Sanidade Agropecuaria (SUASA). Hoje, wsjgs artesanais podem ser
comercializados na cidade de origem com o seloateic® de Inspecdo Municipal
(SIM), ou dentro do Estado com o selo do Servicdndpecao estadual (SIE). A
partir da inclusdo dos lacteos no SUASA, os pralw@om os selos estaduais e
municipais poderdo ser comercializados em todoi®, Bam equivaléncia ao selo do
Servico de Inspecéao Federal (SIF) (MAPA, 2011).

Os queijos fabricados com leite cru e que passamupocurto periodo de
maturacdo podem oferecer riscos ao consumidor de&igpossivel presenca de
patégenos. Além de microorganismos benéficos, te leiu pode conter uma
variedade de bactérias patogénicas e bactérias wonestado controverso de
seguranca, por exemplo, enterococos exibindo éesist a antibioticos e bactérias
produtoras de aminas biogénicas (BACHMANN et &11D).

A contaminacdo do leite comega no momento da oejeqhando essa é
realizada sem obedecer aos preceitos de higiempiadies. O proprio ordenhador é
fonte de contaminacao do produto, além dos equiperseagua utilizada, sanidade
inadequada do rebanho e condi¢cdes de higiene gmtaticnas diferentes fases de
fabricacdo e comercializagcéo do queijo artesarlBIT® et al., 2004; PAULA et al.,
2007). A sobrevivéncia de patdgenos presentes i@ ¢eu € dependente da
tecnologia utilizada no processamento de queijotaRa de acidificacdo e a

combinacdo de tempo-temperatura do processo, mdamaote a maturacdo, bem
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como a umidade e teor de sal dos queijos constitseprincipais fatores que afetam
a sobrevivéncia e a multiplicacdo de patogenos (BMENN et al., 2011).

Em um estudo conduzido por Pinto et al. (2009b)cacalas fontes de
contaminacdo do queijo Minas artesanal do Serioyefidficada que a auséncia de
bons habitos higiénicos dos manipuladores foi ietecla as contagens de
coliformes 30°C eE. coli enquanto a presenca de animais domésticos obteve
correlacdo com a pesquisa de coliformes 308Caureus.

Devido ao grande risco para os consumidores, queigborados a partir de
leite cru foram abandonados na Espanha e na Giésie o final da década de 80.
Estes sdo agora produzidos de forma semi-artesamailvendo a pasteurizagéo e a
substituicdo de equipamentos tradicionais por sutnodernos, capazes de atender
aos padrbes higiénicos e tecnologicos, sendo aiedassaria a qualificacdo dos
manipuladores, aliada as boas praticas de fabdcagéa a producdo de um queijo
que atenda aos padrbes estabelecidos pela legisigite (OLARTEet al, 1999;
MANOLOPOLOU et al., 2003).

Além dessas alternativas, as bactérias laticasemies no leite cru e em
fermentos naturais podem produzir compostos antitianos contra bactérias que
causam doencas que podem ser veiculadas por absn@PNTO et al., 2009a), o
que caracteriza uma forma de controle dessas l@cigatogénicas nos produtos
lacteos. No entanto, em um estudo realizado porT@INet al. (2009a), foi
comprovado que as bactérias lacticas presentestaeIno fermento natural ndo sao
suficientes para garantir a auséncid_éeria innocuaem queijo Minas artesanal do
Serro, mesmo apoés 60 dias de maturacdo, como E@xgla legislacéo brasileira
(PINTO et al., 2009a).

Em estudo realizado com queijo Minas Frescal produartesanalmente, foi
reportado que em 96,67% do total de 30 amostrasif@ncontradas contagensSle
aureus superiores a 103 UFC'g estando apenas 1 amostra (3,33%) em
conformidade com o padréao legal (LOGUERCIO e ALE|XXD01). Ferreira et al
(2011) avaliaram a qualidade microbiolégica do gubBlinas Frescal artesanal e os
resultados obtidos mostraram que 90% das amositagaen com contagem acima
do padréo estabelecido p&taphylococcusoagulase positiva.

Souza et al. (2003) verificaram que para 0 queij@sanal Serrano €
necessario um tempo de maturacdo superior a thasacomo fator de estabilizacao

microbiolégica. Na maioria das vezes, a maturag@oéum fator respeitado no que
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diz respeito ao comércio de queijos artesanaisrddupor do queijo artesanal é
necessario devido ao seu papel social, mas podersempecilho as adequacgoes,
uma vez que é pressionado a entregar o queijo sgararo (PINTO et al., 2004) e,
por isso, O queijo ndo atinge o periodo necesspa@ que esteja estavel
microbiologicamente e, consequentemente, de quiidatisfatéria.

Os patdégenos mais freqientemente encontrados dgjosgde leite cru sas.
aureus Escherichia coli Listeria monocytogenes Salmonellaspp. Se a contagem
de S. aureusexcede 10 UFC.g", quantidades significativas de enterotoxinas de
estafilococos (SET) podem ser formadas e permaf@as coalhada por meses,
embora as bactérias diminuam progressivamente t@uamperiodo de maturacdo
(BACHMANN et al., 2011). Por este motivo, esse mmHorganismo deve ser motivo

de preocupacao e de pesquisas.

2.5. Staphylococcuspp.

2.5.1. Caracteristicas gerais

As bactérias do génerdStaphylococcussao cocos Gram-positivos,
pertencentes a famililicrococcaceaee aparecem na forma de aglomerados que
lembram um cacho de uva, quando vistos ao micras¢d@WRTORA et al., 2005;
SILVA et al., 2010). Estes micro-organismos saceafiaios facultativos, mesofilos,
halotolerantes (toleram concentracdes de 10% a @%al) e se desenvolvem em
valores de atividade de agua entre 0,83 e 0,99,(2805).

O homem e o0s animais sdo 0s principais reservat@®S. aureus.A
cavidade nasal é o principal habitat dos estafdosmo homem, assim como a pele e
as mucosas. Podem ser encontrados nas méaos deuladoips, em feridas
contaminadas, no Ubere de vacas com mastite e bierstien (HOBBS e ROBERTS,
1998).

Estéo incluidas no géneBtaphylococcusp. pelo menos 46 espécies, dessas,
somente sete sdo coagulase positivas e geralmerdezem termonuclease, séo
elas: Staphylococcus aureusubspécieaureus, Staphylococcus auresabspécie

anaerobius, Staphylococcus intermedius, Staphytusodyicus, Staphylococcus
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lutrae, Staphylococcus pseudointermedius, Stapbgtos schleiferi
Staphylococcus delphiEUZEBY, 2012).

Os Staphylococcuscoagulase positiva sdo aquelas espécies capazes de
coagular o plasma do sangue de coelho e estdoiat®®ca producdo de
enterotoxinas. Neste grupo, a espécie mais cordecil aureus(PINTO et al.,
2006).

No entanto, algumas espécies sdo coagulase negatimaoStaphylococcus
gallinarum, Staphylococcus simulans, Staphylococegsorum, Staphylococcus
lentus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus skglo Staphylococcus
haemolyticus S. simulans, S. chromogen&s, epidermidis, S. saprophyticus, S.
hominis (VERNOZY-ROZAND et al., 1996; PINTO et al., 20060TON et al.,
2010, PIENSSENS et al., 2012) e podem produzingsxi

No Brasil ndo ha legislacdo com determinacao diedgpareStaphylococcus
coagulase negativa em alimentos (FREITAS et aD9P0A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o MAPA (Ministériala Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento) reconhece apenas Stsphylococcuscoagulase positiva como
produtores de enterotoxina (BRASIL, 1998; VERASaét 2008), mesmo com
estudos que relatam a producéo de toxinas popestideStaphylococcusoagulase
negativa (CRASS e BERGDOLL, 1986; DE LUCA, 1997; RBSTRUP et al.,
1999).

2.5.2. Intoxicacdo alimentar e enterotoxinas dstaphylococcuspp.

Em muitos paises, 8. aureug considerado o segundo ou terceiro patégeno
mais comum responsavel por surtos de intoxicagéteatar (VERAS et al., 2008).
A intoxicacdo causada p&. aureusmanifesta-se logo apos a ingestao do alimento
contaminado por enterotoxinas pré-formadas (BORGES al., 2008). As
enterotoxinas séo proteinas extracelulares de h@@go molecular, hidrossollveis,
resistentes a coccéo e as enzimas proteoliticasstiona digestivo como a pepsina.
Por isso, mantém a atividade apds a digestéo uheraio (SILVA et al., 2010).

A intoxicacdo alimentar estafilococica € uma doeogaum, muitas vezes
transmitida por alimentos submetidos ao manuseadeiguado, uma vez que 0S
manipuladores de alimentos podem ser portador&sagdylococcuspp.(PINTO et

al., 2006).
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A intoxicacdo geralmente ndo é letal, sendo osoglorais susceptiveis a
intoxicacao via ingestdo de alimentos do que osrjsvSomente em casos isolados,
doses agudas de enterotoxinas podem causar a desitdo a complicacbes e a
intensidade dos sintomas. A reacao do individu@wde acordo com 0 seu grau de
susceptibilidade, com a concentracdo da enteragxiesente no alimento e com a
guantidade de alimento ingerida (BORGES et aD820

ApoOs a ingestdo do alimento contendo a toxina iestética, os sintomas
comecam de forma aguda, com nauseas, vomitos,asdélbdominais, diarréia,
calafrios e presenca ou néo de febre. A duracasidasmas é de aproximadamente
24-48 horas, quando ha suporte e cuidados apropriddERAS et al., 2008). Na
maioria dos casos, a intoxicacdo estafilococica @aootificada no Brasil pela
populacao e a classe médica aos 6rgaos de Vigil&aiitaria, pois se trata de uma
doenca de curso rapido e na maioria dos casoslivédnos afetados ndo necessitam
de atendimento médico (BORGES et al., 2008).

A producdo de niveis de toxinas necessaria parsiaEa a intoxicacao
ocorre com 10a 16 micro-organismos por grama do alimento, no entaste valor
é afetado pela temperatura, pH, atividade de &agoacentracdo de sal e
disponibilidade de oxigénio (SILVA e GOMES, 200IQRGES et al., 2008). Estas
toxinas causam sindromes e tém sido associadasoa de intoxicacdo alimentar e
causadoras de complicacbes do sistema auto-imuseto¥inas estafilococicas
representam a familia dos principais grupos sorobdégde toxinas termoestaveis;
elas agem como potentes toxinas gastrintestinembém como superantigenos que
estimulam a proliferacdo ndo-especifica das celil§BALABAN e RASOOLY,
2000). A quantidade de toxina requerida para oeapaento dos sintomas de
intoxicacao € baixo, da ordem de 20ng a 1ug (PEERS& al., 2009).

Ha cerca de 10 anos eram nove as toxinas estafit@sdconhecidas: SEA,
SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEl e SEJ (BALABARASOOLY, 2000),
sendo a toxina SEC subdividida em SESEG e SEG (CARMO et al., 2002). No
entanto, novas toxinas foram isoladas em estudmhtes: SEK, SEL, SEM, SEN,
SENv, SEO, SEP, SEQ, SER , SEU, SEUv (JERRAUD.eR@01; FITZGERALD
et al., 2001; ORWIN et al., 2001; YARWOOD et aD02, LETERTRE et al., 2003;
OMOE et al., 2003; BLAIOTTA et al., 2004; SCHERRERal., 2004; OMOE et al.,
2005).
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Apesar da variedade de enterotoxinas estafiloc®ogcastentes, 95% dos
casos de intoxicacdo alimentar sdo causadas petasotexinas classicas: SEA,
SEB, SEC, SED e SEE (PELISSER et al., 2009). Anésx SEC e SED estéo
associadas a contaminacdo animal, enquanto asasox8EA e SEB estédo
relacionadas a contaminacdo de origem humana (FAEI®t al., 2009;
BERGDOLL et al., 1990).

2.5.3. S. aureusem leite e derivados

O S. aureug a espécie contaminante de maior prevalénciaitend queijos,
principalmente os artesanais, incluindo estirpesdafilococos enterotoxigénicas e
esta frequentemente associado a surtos de intéwicalfmentar (VERAS et al.,
2003; BORGES et al., 2008; FREITAS et al., 2009)pridcipal reservatorio dS.
aureusé o quarto de teto infectado de vacas com mastitpje caracteriza fonte
comum de contaminacdo do leite (AHMADI et al.,, 201® leite cru pode
representar risco a saude do consumidor, especitdnm®s casos em que nao ha
padrdes sanitarios adequados do leite e seus desival em casos de pasteurizagéo
deficiente (SANTOS et al., 1981).

Em pesquisa realizada com o Queijo Canastra poe@007), os niveis de
S. aureusencontrados estavam acima do indicado pela legsItMINAS GERAIS,
2002b) e somente aos 22 dias de maturacdo sobrempeambiente, atingiram os
niveis microbiolégicos recomendados. Neste mesrabalino, ndo foi detectada
toxina estafilocécica, embora outros autores (ORNEL2005; BORELLI et al.,
2006) em trabalhos anteriores, nessa mesma regidioam detectado a presenca
desta nos queijos avaliados. Em pesquisa realzadRinto (2004), o queijo Minas
artesanal do Serro apresentou indiceSt@@hylococcusp. acima de POUFC.g*,
embora néo tenha sido detectada a presenca deterteas (PINTO, 2004).

Freitas et al. (2009) identificaraiBtaphyloccocusoagulase positiva em
amostras de queijo de coalho. As contagens varideah® a 16 UFC.g" Os genes
toxigénicos SEG, SEH, SEI e SEJ foram identificados 18 dos 20 isolados de
Staphyloccocusp.

O queijo Minas artesanal do Serro pode ofereceo i@ssaude do consumidor
por apresentar média de contaminacdoSiaphylococcusoagulase positiva de 1,2

x 10° UFC.g" (BRANT et al., 2007).
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Feitosaet al. (2003) encontraram contagerS.drireusariando de 10a 1¢
UFC.g' em amostras queijo de coalho e contagens Bia 10 UFC.g* em amostras
de queijos manteiga comercializados no Rio Grawoddatte.

Recentemente, em estudos conduzidos por Boredll. §2011), em queijos
Minas artesanais da regido da Canastra foram eadast contagens de
Staphylococcuspp. entre 10e 1 UFC.g" ao longo dos 60 dias de maturacéo.
Neste mesmo estudo, todos os isolados coagulage/gosios testes fisiologicos
apresentaram o germ®a e nenhum dos isolados &taphylococcugpresentou 0s
genes que codificam para a producdo das enteraw8iA, SEB, SEC ou SED.
Como esperado, devido a auséncia de genes quecaodifis enterotoxinas, as

mesmas nao foram detectadas em nenhuma das anuestjasijo analisadas.

2.5.4. Técnicas moleculares para identificacdo d®. aureuse suas respectivas
enterotoxinas

A identificacdo deS. aureusm alimentos pode ser feita com trés objetivos
diferentes: o primeiro, relacionado com a saudelig@b para confirmar o
envolvimento em surtos de intoxicacdo alimentarsggundo, relacionado com o
controle da qualidade higiénico-sanitaria dos meae de producdo de alimentos,
em queS. aureusserve como indicador de contaminacdo poOs-processalas
condi¢cdes de sanitizagdo das superficies destireml@sntato com alimentos. E o
terceiro objetivo é verificar se o alimento é umaté potencial d8. aureugSILVA
et al., 2010).

Algumas técnicas moleculares como a Reacdo em &LatieiPolimerase
(PCR) séo utilizadas para a identificacdo de isHateS. aureuse seus respectivos
genes especificos de enterotoxinas em estudos n@pidgicos. As técnicas
bioquimicas (testes de producdo de catalase, tewcte@se, coloracdo de Gram)
também séo utilizadas para identificacdoSdeaureusNo entanto, requerem mais
tempo e o baixo nimero de bactérias pode ndo sectddo e conferir resultados
falso negativos (AHMADI et al., 2010).

A PCR copia as fitas da sequéncia de DNA desepdalificando o DNA
alvo. O processo envolve ciclos de variacdo da ¢eatpra. Com o aquecimento, as
fitas de DNA sdo separadas; em seguida, a temperatabaixada para que 0s
primers anelem-se ao DNA por complementariedaddades. Em seguida, com
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pequena elevacdo da temperatura, a enzima Taqg [RNAegrase, em presenca de
outros fatores e dos dNTPs (nucleotideos trifodtetp copia a fita molde. Assim,
novas fitas de DNA séo produzidas a cada ciclo (BON et al., 2006).

Na técnica de PCR todos os reagentes necessadasdg@onados em um
termociclador que ajusta temperatura, tempo e rander ciclos desejados. O
processo ocorre exponencialmente e apos 25 a W3 cdie amplificagcéo (elevacéo e
abaixamento da temperatura) sao obtidas bilhde®pias do segmento do DNA de
interesse, material que pode, entdo, ser examioawhofacilidade. A interpretacéo
dos resultados é feita pela analise da amostrafaragh em eletroforese em gel de
agarose (BONETTI et al., 2006).

A PCR é um meétodo util na deteccdo dos genes redpeis pela
identificacdo do patdgeno e de enterotoxinas éstafiicas, apresentando-se como
uma técnica de rapida execucado, que pode seref@ithoras, além de ser sensivel,
pois poucas células de patdgenos sdo necessarmspmaluzir um diagnoéstico
positivo (AHMADI et al., 2010). A identificacdo dgene coagulaseda e do gene
femApela PCR é efetiva para comprovar a preségareuem fontes humanas e
animais. O genénmA codifica um fator essencial para a resisténaiaeticilina e é
universalmente presente em todos os isoladoS.daureustMEHROTRA et al.,
2000)

Ahmadi et al. (2010) detectaram o gerta em amostras de leite cru como
um método desenvolvido para identificacaddaureusEstes autores ressaltam que
a técnica de PCR é um método rapido e de altalsintesile para diagnéstico d&
aureusem leite cru. Das 100 amostras de leite testad%, foram positivos nas
analises utilizando meio de cultura, enquanto 2% amostras foram positivas
usando a amplificacdo do geoea demonstrando maior sensibilidade de deteccéo
da técnica de PCR.

A técnica de PCR-multiplex permite que numa mesmacdo sejam
detectados varios genes responsaveis pelas exiaeo(CREMONESI et al.,
2005). A PCR-multiplex foi empregada para investigapresenca de genes de
enterotoxinas estafilocécicas (SEA, SEB, SEC, SEBEE) e do gene femA,
especifico par&.aureusem estirpes de estafilococos coagulase posinladas de
queijos e derivados carneos comercializados emaSzetiarina. De 102 estirpes, 91
foram positivas pardemA, 10 paraseg 12 parasede 4 parasee Neste estudo

também se verificou que produtos inspecionados B#fo (Servico de Inspecao
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Federal) apresentaram contagensSdaureusnferiores (média de 1,4 x 1QWFC.g
) quando comparados a produtos inspecionados p&o(Servico de Inspecédo
Estadual) e SIM (Servico de Inspecdo MunicipaBdias de 1,5 x PAUFC.g' e 1,7
x 10° UFC.g" respectivamente (PELISSER et al., 2009).

Um estudo realizado por Freitas (2009)et al. comproque 0S genes
toxigénicostst, sec, sed, seg, seh, sei ef@gm identificados em 18 dos 20 isolados
de Staphylococcuspp. em queijo de Coalho, com os seguintes peraisnd, 11, 9,

20, 16, 25 e 14% respectivamente.

2.6. Bacteriocinas de bactérias laticas

As bactérias laticas desempenham importante paptlmicacdo da maioria
dos queijos devido a producdo de &cido latico quélia na sinérese do gel e na
desmineralizacdo da coalhada. Além disso, essadriagcpossuem a capacidade de
inibir ou reduzir a multiplicacdo de bactérias Gtjpositivas, como importantes
patdogenos de veiculacdo alimentar comigteria monocytogenes, Clostridium
botulinum, Bacillus cereus e S. aureysyr meio da produgédo de compostos
antagonicos. Estes compostos sao formados em @mejueiantidades a partir do
catabolismo celular, dentre os quais estao as rfagteas (MORENCOet al, 2008;
LEROY & VUYST, 2010; MELLOet. al, 2010).

As bacteriocinas sado proteinas, complexos protéicas peptideos
biologicamente ativos sintetizados no ribossomiberddos no meio extracelular.
Tém acdo em bactérias Gram-positivas, retardandmibundo sua multiplicacéo
(CLEVELAND et al, 2001, NASCIMENTO et al., 2008).

O estudo das bacteriocinas comecou em 1925, caracdloerta das colicinas
produzidas poEscherichia coli Apesar das limitag6es, como a bactéria em questao
(ndo desejavel em alimentos) e o foco das pesgs&@sn 0S Micro-organismos
Gram- negativos, foi possivel o desenvolvimento mdétodos de deteccdo e
isolamento de outras classes de bacteriocinas (ROFRANCO, 2002).

Existem dois tipos de bacteriocinas. As mais conaxiisem um espectro de
atividade apenas contra as espécies homoélogadesrass possuem agédo contra uma
variedade de micro-organismos Gram-positivos (MOREHKt al, 2008). As
bactérias laticas, as bacteriocinas produzidasela® e seu espectro de atividade
estdo demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Bacteriocinas produzidas por bactériescls e que apresentam amplo

espectro de atividade

Espécie produtora

Bacteriocina

Espectro de atividagl

L. lactis subsp. lactis

Lactobacillus acidophilus
L. curvatus
Enterococcus faecalis

L. carnis

L. sake

Lactobacillus sp.

Leuconostoc

Leuconostoc mesenteroide

Pediococcus pentosaceus

Pediococcus

Streptococcus bovis HC5

Nisina

Lacticina 481
Bacteriocina V e VII
Lactacina F

Curvacina A

Bacteriocina S

Sakacina A

Sakacina P

Bacteriocina

Leucocina A-UAL 187

Mesenterocina 5
Mesenterocina Y105
Pediocina A

Pediocina PA1

Bovicina HC5

Bactérias Gram-positivas
Clostridium

Clostridium

Enterococcus faecalis

Listeria monocytogenes

Enterococcus

Listeria

Enterococcus sp.

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes

Enterococcus faecalis

Clostridium ramnosum H1

Listeria monocytogenes

Enterococcus faecalis

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes
Bactérias Gram-positivas

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes
S. aureus

(Fonte: Mantovani et al., 2002, Moreno et al., 2@@@&entel Filho 2010a, Pimentel Filho 2010b).

Uma bacteriocina pode ser empregada na industradimdentos desde que a
linhagem produtora tenhatatus Generally Recognized as Saf@RAS). Deve
apresentar amplo espectro de inibicdo sobre osipaiis patdgenos de alimentos ou
ser amplamente especifica sobre algum deles, davéegnoestavel e ndo deve
apresentar riscos ao consumidor. Deve também aamargeguranca do alimento,
sem afetar a qualidade nutricional e sensorial @smo (NASCIMENTOet al,
2008).

A nisina é a bacteriocina mais conhecida, aproysta a conservacao de
alimentos ha mais de 50 anos, em varios paisesoultas bacteriocinas mais
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estudadas sdo as pediocinas e as enterocinaspahimente devido € sua agéo anti-
Listeria (NASCIMENTO et al, 2008). Outra bacteriocina estudada na inibigéo d
bactérias deterioradoras e patogénicas veiculadiaslpnentos € a bovicina HC5
(produzida poiStreptococcus bovidC5) 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 produzela produtos
fermentados, foi descoberta em 1928 e vem sendsugoda ha séculos (MELO et
al., 2005). E utilizada em mais de 50 paises, nass miversos produtos como
queijos, inclusive queijos processados, vegetaistas enlatadas, produtos de
padaria, cremes de confeitaria, leite, produtosetd; pudins, carne processada,
embutidos (MORAES, 2002), ovo liquido, molhos, sppeaonservas, cervejas,
sobremesas, pescados, maionese, alimentos infflRBEINMKERROUM et al, 2002).

No Brasil, seu uso é permitido, com limite de 1®§.kg" de produto final
para todos os tipos de queijos (BRASIL, 1996) aieggo (BRASIL, 1997). Possui
baixa toxidade e eficiéncia como conservante deealios, além de ser considerada
GRAS Generally Recognized As Spfeelo comité daCodex Alimentariusia FAO
(Food and Agriculture OrganizatignMELO et al., 2005). Clevelanet al (2001)
avaliaram a producao de nisina por 40 estirpds taetis subsplactis e observaram
gue a bacteriocina foi produzida por 35 estirpes.

A molécula da nisina (Figura 3) € um peptideo dar@hoacidos que possui
peso molecular de 3,5 kDa, sendo formada por olémireas, quatro acidos
aminobutiricos (ABA), trés glicinas, trés isolewsntrés lisinas, duas leucinas, duas
histidinas, duas metioninas, uma serina, uma valina prolina, uma asparagina e
0s amino&cidos incomuns deidroalanina (DHA) e adidiirina (DHB) (MELOet
al., 2005).
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Figura 4. Representacéo da estrutura quimica dacuolalde nisin (SEBTI e COMA,
2002; MELO, 2005).

Uma propriedade quimica importante da nisina éceunaideravel resisténcia
térmica, especialmente em valores de pH acidogrsumo aquecimento de 115 °C
durante 20 minutos com inativacao inferior a 5 %p¢h3,0 (ADAMS, 2003).

A nisina possui amplo espectro de acéo contra arimalas bactérias Gram-
positivas, inclusive as formadoras de esporos,ossad principal mecanismo de agéo
relacionado a formacdo de poros na membrana @toplica, por meio da interagao
eletrostatica com os fosfolipideos da membranajlteexlo no extravasamento de
material celular e consequentemente & morte (McABEl et al., 1998; ADAMS,
2003).

Pinto et al. (2011) verificaram o efeito antagoni®nisina sobr&. aureus
em queijo Minas artesanal do Serro. Neste estudmacseriocina foi efetiva na
reducdo da populacdo d& aureusentre a inoculacdo da nisina no leite até o
momento da obtencdo da massa. Houve uma reducd@?de 2,0 ciclos log na
contagem dé&. aureusa partir do sétimo dia de maturacéo para os qiegotendo
100 UL.mL™ e 500 Ul.mL™ de nisina, respectivamente, em comparacdo aocoqueij
controle.

Kykkidou et al. (2007) avaliaram o uso da nisinanooum tratamento
antimicrobiano, com o objetivo de aumentar a vidgthteleira de Queijo Galotyri.
Os queijos foram inoculados com 50 UWi.@¢ 150 ULg' de nisina e foram
armazenados em condicGes aerébiaSCa dor 42 dias. Houve um aumento na vida
de prateleira dos queijos de 21 dias no queijoromtpara 35 dias nos queijos
adicionados de 50 Ulgde nisina e 42 dias naqueles adicionados de 15§" Ul
(KYKKIDOU, et al., 2007).
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Rodriguez et al. (1998), avaliaram a acdo da nisol@el innocuaem
Queijo manchego. Foram realizados 4 tratamentdstis com adi¢édo de (1) 1%
Lactococcus lactisubsplactis e coalho, (2) 1% de fermento mesofilico e coal8p,
1% Lactococcus lactisubsplactis + 1% de fermento mesofilico e coalho e (4) sem
fermento e com coalho. Apenas nos queijos adicamatel. lactis havia nisina
detectavel, sendo que no queijo adicionado apemhsldctisfoi significativamente
maior que quando em conjunto com fermento. A redugé L. innocua foi
significativamente maior no tratamento em que s®Iw®mentd.. lactis (4,62 log
UFC.gY.

Os estudos supracitados indicam que a nisina padansa alternativa para
inibir bactérias Gram-positivas, principalmente kite e derivados, no entanto, é
necessario que pesquisas sejam conduzidas emipaddetproduto, pois a matriz
dos diferentes alimentos pode influenciar a atuagéonisina, favorecendo ou
inibindo sua capacidade bactericida. Estudos saplieacdo de nisina em queijos
artesanais ainda sao limitados. As pesquisas néasta podem avancar,
principalmente em relacdo ao efeito da nisina sobtes bactérias patogénicas em

gueijos artesanais fabricados nas diferentes regi@éé/iinas Gerais e do Brasil.

No caso dos queijos artesanais da regido de Aeax@bicdo deS. aureus
pelo uso de nisina seria uma forma de manter aaegm do produto, que ndo passa

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

As analises fisico-quimicas e microbiolégicas destedo foram conduzidas
nos laboratérios do Instituto de Laticinios Candidistes, em Juiz de Fora — MG.
As anadlises de PCR foram realizadas no Laborati@iBIOMOL - Departamento de
Medicina Veterinaria e as andlises do perfil deuexe avaliacdo da cor foram feitas
no Laboratério de Embalagens - Departamento dadlegia de Alimentos, ambos
da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa-MG. A lispade deteccdo de
enteroxinas nos queijos foram realizadas no labooatde Microbiologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, Vigd§a Os experimentos loco
foram conduzidos em unidades produtoras de qudigsanal da regido de Araxa-
MG e no laboratério de microbiologia do Laticinioia Beija, na cidade de Araxa-
MG.

O experimento foi realizado em trés etapas, tn@stigbes e trés tratamentos:
controle (sem adicdo de nisina) e tratados em doasentragOes diferentes de
nisina, definidas no testm vitro. Os queijos foram maturados em temperatura
ambiente, por 60 dias, conforme exigido na leg&agara queijos produzidos com

leite cru.

3.1. T Etapa — Caracterizacdo do queijo Minas artesanal @ regido de Araxa,
isolamento deS. aureuse identificacdo de genes que codificam enteroxinas
classicas

3.1.1. Selecéo das Propriedades

Foram selecionadas 5 unidades produtoras na rdgidesaxa cadastradas pelo
IMA, num universo de 20 propriedades cadastradaso® critérios de escolha das
propriedades foram adequacéo de instalacdo, seniftacebanho, as Boas Praticas de
Fabricacao, higiene na ordenha, salubridade dggaes o processo de fabricagdo em
si. A escolha foi feita em conjunto com o IMA eATER desta regido.
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3.1.2. Coleta dos queijos

Inicialmente, foram coletadas amostras de queijoadia uma das 5 unidades
produtoras da regido de Araxa. Os queijos foranaremhados para o laboratorio de
andlises fisico-quimicas e microbiolégicas do tutsti de Laticinios Candido Tostes
onde foram realizadas andlises fisico-quimicaz(ites no item 4.1.3) e contagens3ie
aureus(descritas no item 4.1.4) ao longo de 60 dias aemacédo. Durante esse periodo,
0s queijos ficaram em camara especial de maturagémperatura ambiente, simulando

a fabricacao artesanal de seu local de origem.

3.1.3. Andlises fisico-quimicas dos queijos

O preparo das amostras foi realizado segundo Bi2B316). As andlises de
composicao centesimal dos queijos foram realizadssempos 3, 7, 14, 30 e 60 dias de

maturacdo. As analises dos queijos foram realizegigisndo as metodologias:

1) pH, teores percentuais de umidade e sélidos t¢adsn), gordura (m/m),
cloreto de sodio (m/m) e residuo mineral fixo (m/d9s queijos foram
realizadas de acordo com os métodos descritosstrag¢do Normativa n° 68,
de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

2) Teores percentuais (m/m) de nitrogénio total, g&roo soltvel em pH 4,6 e
nitrogénio solivel em TCA a 12 % (m/v) foram obsdpelo método
Kjeldahl, conforme descrito por Pereira (2001) apse calcular:

- teor percentual (m/m) de proteina: com basesnode nitrogénio total. O
fator utilizado foi 6,38;

- indice de extenséo de protedlise (relaca@tedS pH 4,6 / NT);

- indice de profundidade de protedlise (redadigiide NS TCA 12 %/ NT).

3) Teor de GES ou percentual de gordura no extrato @elacao % de teor de
gordura / EST).
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4) A a, foi realizada utilizando-se medidor digital Aqualenodelo CX2T —
Decagon Devices, Inc., Washington, USA, utilizasgoamostras coletadas
em toda extensdo dos queijos e conforme instrucfiedabricante do

equipamento.

3.1.4. Anélises microbiologicas dos queijos

3.1.4.1. Preparo das amostras

As amostras de queijo foram pesadas assepticaneemt@orcoes de 25
gramas cada, transferidas para um copo de ligcadiir estéril em que foram
adicionadas 225 mL de agua peptonada 0,1% tambiémil,esbtendo-se a primeira
diluicdo 1:10. Apdés homogeneizacdo no liquidificadimram feitas as diluicdes
subsequentes e posterior plagueamento.

3.1.4.2. Analises d&. aureus

As andlises d&. aureudoram feitas utilizando-se Petrifilm 3M — Rapgd
aureus (RSA) Count Plate(AOAC 981.15) nos tempos 3, 7, 14 e 30 e 60 das d
maturacao. A deteccdo é baseada na reacdo desautdemoestavel (termonuclease)
sendo que a placa é constituida do meio Baird-Pariaglificado (sem telurito),
goma guar, barreira de espuma e o disco reativqpesim de DNA, azul de O-
toluidina e indicadores TTC (cloreto de trifeniteeolio).

3.1.4.3. Obtencéo das culturas puras d&. aureus

As estirpes bacterianas @&aureusforam isoladas dos queijos das cinco
propriedades selecionadas na regido de Araxa. eg&@mldas estirpes oriundas dos
queijos foi realizada de forma a contemplar 5 wotapor produtor, durante os
tempos 3, 7, 14, 30 e 60 dias de maturacao.

Para manter as culturas ativas, as estirpes sedetas foram transferidas
para tubos contendo 3,0 mL de caldo infusdo debogre coragdo (caldo BHI),

sendo incubadas por 24 h a 37 °C. Apds essa rem#meras bactérias foram isoladas
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em agar infusdo de cérebro e coracdo (agar BHiljzamdo-se a técnica de
semeadura em estrias por esgotamento, de modaatigar obtencédo de colbnias
puras. Quando necessario, as bactérias foram wdauas e reincubadas as mesmas
condicOes descritas acima. Apds o isolamento, dalizada uma confirmacdo das
culturas por meio de plaqueamento em Petrifilm 3RapidS. aureugRSA) Count
Plate (AOAC 981.15), provas morfologicas e biquimicasldracdo de Gram e
catalase) e plagueamento em meio Baird-Parker meplado com acriflavina
(7ug/mL). As culturas com resultado positivo em todstsis andlises de confirmacao

foram mantidas congeladas a“8@®m meio BHI adicionado de 20% de glicerol.

3.1.4.4. Curva de crescimento

Todas as estirpes d& aureusisoladas foram transferidas para o mesmo
caldo BHI pool de bactérias) e foram incubadas por 24h a 37°C.

Para construgdo da curva de crescimento foi coto@i do pool de
bactérias em caldo BHI. Foram feitos plaqueamed&? em 2 horas, durante um
periodo de 24 horas para a elaboracdo da curvacoftagens foram feitas
utilizando-se Petrifilm 3M — Rapifl. aureugRSA) Count Plate(AOAC 981.15).

3.1.5. Anéalises de PCR

Foram realizadas analises de Reagdo em CadeialideeRse (PCR) das
estirpes deS. aureusselecionadas dos queijos Minas artesanal de Apaxa a
confirmacdo do potencial de producédo de enterotexi® dos possiveis tipos de
enterotoxinas produzidas. Para isso, as estipésdaso foram avaliadas quanto a
presenca do gerfemA, e dos genes que codificam as enterotoxinasilestaticas
classicas qea, seb, sec, se&d se@ com a finalidade de caracterizar as estirpes que
posteriormente seriam utilizadas na segunda fapeajeto, ou seja, no testevitro.

As culturas congeladas foram repicadas e ativasiasaddo BHI a 37°C por
24h. Foi realizada extracdo de DNA por meio deekjtecificowizard] Genmic
DNA Purification Kit - Promegal seguindo as instru¢cdes do fabricante e, em

seguida, as reacdes de PCR foram realizadas erdieflador (Power Vision I[J
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Interativo, SMS). A descricao dgsimers para deteccdo dos genes que codificam
enterotoxinagstafilococicagstdoapresentados na Tabela 4.

Todas as analises de PCR foram realizadas acongzmide controles
positivo e negativo. Como controles positivos pasareacdes foram utilizadas
estirpes padrbes com genoétipo conheclcaureud=RI 100 éeg, S. aureusATCC
14458 gebefemA, S. aureuATCC 19095 ¢eq, S. aureusd-RI 472 6ed, S. aureus
FRI 326 ée9.

Para o genéemA, foram utilizados ogprimers descritos por Mehrotra et al.
(2000); para os gensgeg sebe secosprimersdescritos por Rosec e Gigaud (2002)
e para 0os gene®de seeos descritos por Johnson et al (1991) (Tabela 4).

Tabela 4Primerspara detecgao dos genes que codificam enterotogm&. aureus.

Gene Primer Seqiiéncia de oligonucleotideos (5' - 3) Pr(c;)cé)t;to Tm Referéncia

cea  SEAL ACG ATC AAT TTT TAC AGC 4 46.9°C g‘i’sgjde
SEA2 TGC ATG TTT TCA GAG TTAATC 520C (2%02)

b  SEBL GAA TGA TAT TAA TTC GCA TC 416 491°C ROSeCS
SEB2  TCT TTG TCG TAA GAT AAACTT C 52,8°C (2%02)

s SECI GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT 57 49,1°C 'é‘l)s;‘; de
SEC2 AAA TCG GAT TAA CAT TAT CCA 50,1°C (2% 02)

cod SEDI CTA GTT TGG TAA TAT CTC CT a7 542°C J‘;?gslon
SED2 TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG 502C  foer)

see  SEEL  ATAGAT AAA GTT AAA ACA AGC AA 170 50°C Joefl“z:lon
SEE2 TAA CTT ACC GTG GAC CC 528C (1a61)

tema FEMAL AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 135 5L1°C Mirt";tra
FEMA2 GAT AAA GAA GAAACC AGC AG 532C 5000)

As reacfes de PCR foram conduzidas conforme jaadstado no laboratorio
de Biologia Molecular do Departamento de Mediciretévinaria, da Universidade
Federal de Vigosa, MG, com combinagfes de doisspdgerimerspor reagao, ou
seja, gprimer referente a identificacéo da enterotoxina, acomngdo dademA.

As condicdes de amplificacdo estabelecidas parast@s reacdes estdo
apresentadas na Tabela 5. A amplificacdo do DNArdalizada com 0 seguinte
perfil térmico: desnaturacéo inicial do DNA e atifia da polimerase a 95°C durante
5 minutos, seguido por 35 ciclos de amplificac&s (@durante 45 segundos, 46,2°C
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durante 45 segundos e 72°C durante 45 segundasjinémdo com uma extensao
final a 72°C durante 10 minutos.

Tabela 5. Condi¢gbes de amplificacao estabelecidi@stpdas as reacdes de PCR.

Numero de Ciclos Temperatura Tempo Etapa
1 95°C 5 minutos Desnaturacao
95°C 45 segundos Desnaturacdo
35 46,2C 45 segundos Anelamento
72°C 45 segundos Extensdo
1 72C 10 minutos Extenséo final
4°C Resfriamento

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizaém gel de agarose
(1,0%, p/v) corado com solucdo de brometo de ef@i@05%, p/v) submetidos por
eletroforese em aparelho Eletrophoresis Power Sujolccus biotecnologia. O
registro das imagens foi feito em transiluminadoP(X, Loccus Biotecnologia)

ligado a um notebook.

3.2. 22 Etapa - Efeito antagbnicoin vitro da adicdo de nisina sobre o

desenvolvimento deS. aureus

Os testes para nisina foram feitos utilizando @arado comercial contendo
Nisina (Chrisiff 2,5 % m/m), da empresa Christian Hansen (Chr. éfafsl. e Com.
Ltda. — Valinhos-SP - Brasil). A nisina foi adicamia diretamente ao leite desnatado
reconstituido, até as concentragcfes desejadas, iodina Pinto et al. (2011).

Foram adicionadas quantidades de nisina separata®m@nfrascos de vidro
com tampas rosquedaveis contendo 100 mL de LDRe (besnatado reconstituido)
12% nas concentracdes de 100, 200, 400 e 500 [U.de nisina. Os frascos
contendo 4gua para reconstituicdo do leite foragvipmente autoclavados. Apos
adicao do leite desnatado, os frascos foram tratedim vapor fluente por 100°C/20
minutos e somente apos o resfriamento foi adicioredisina. As amostras foram
homogeneizadas e transferidas em porcbes de 5 md fodos com tampas
rosqueaveis estéreis. Imediatamente apos adicaisida, foram inoculadas com 2%
do pool de bactérias, em duplicata, quantidades de culteii aureuspara que a

concentracdo atingisse, aproximadament2URC.mL*. Apés adicdo de nisina e do
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pool, as amostras provenientes de todos os tratamieméms plaqueadas nos tempos
0, 3,5, 8, 10, 12, 16, 24, 36, 48, 72, 96 e 12@shde incubacdo. Os controles foram
feitos sem a presenca de nisina. As analises fta@as utilizando-se Petrifilm 3M —
RapidS. aureugRSA) Count Plate(AOAC 981.15).

3.3. 32 Etapa - Efeito antagbnicon loco da adigcdo de nisina ao processo de

fabricacdo do queijo minas artesanal sobre o desesivimento deS. aureus

De acordo com os resultados obtidos na segunda dtaprojeto (pesquisa
vitro) foram escolhidas duas concentragcdes de nisina panéinuidade dos
experimentos, além do controle. A nisina foi adieida diretamente ao leite durante
o processo de fabricacdo do queijo Minas artes@iglra 5), em trés unidades
produtoras, em quantidade necessaria para quesagras concentracdes escolhidas.
Durante a fabricagédo, foram retiradas amostraseile ¢ massa para analises de
estafilococos e bactérias laticas, que foram r@ddig no Laticinios Dona Beija. Os
queijos foram encaminhados ao Instituto de LatsirCandido Tostes, onde foram

analisados e maturados a temperatura ambienteha$.
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Retirada de amostras para 4+——  Teite ordenhado
analises 1

Filtracio do leite
hd
Adicio do pingo (obtido na producio do
dia anterior)

Adicdo de diferentes concentracdes

Adicio de coalho
hd
Coagulagio {40 a 30 min)

de nisina

w
Corte da coalhada
hd
+«————  Dessoragem

Retirada de amostras para
analises

e
Prensagem com as mios

b

Enformagem

hd
Salga
hd
Maturacio (temperatura ambiente’ 60
dias)
b
Analises nos tempos: 3. 7, 14, 30,45, 60
dias.

Figura 5 — Fluxograma de fabricacdo de Queijo Minas ArtesalgalAraxa com
adicao de nisina.

3.3.1. Andlises fisico-quimicas dos queijos

As andlises de composicéo centesimal dos queij@8 dtapa foram realizadas
nos tempos 3, 7, 14, 30, 45 e 60 dias de matur&faueijos foram maturados a
temperatura ambiente, conforme utilizado na fab&oaartesanal. As analises dos

gueijos foram realizadas segundo as metodologsEsiths no item 3.1.3.

3.3.2. Anélises microbioldgicas do leite, da masealo queijo

Foram realizadas analises 8&phylococcus aureus bactérias laticas do
leite utilizado na fabricacdo dos queijos, bem cod®w massa, obtida apos
coagulacéo do leite pelo coalho e pelo fermento.aA&lises deStaphylococcus
aureusforam realizadas utilizando-se Petrifilm 3M — RBBL aureugRSA) Count
Plate (AOAC 981.15).
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Nos queijos foram feitas analisesSleaureusalém de contagem de bactérias
laticas, aerdbios mesdfilos, Coliformes Totais.eoli. As analises microbioldgicas
dos queijos foram realizadas nos tempos 3, 7,d,443e 60 dias apoés a fabricacao.

Para andlises d8. aureus aerdbios mesofilos, Coliformes TotaisEe coli
foram utilizados, respectivamente, Petrifilm 3M apRl S. aureus(RSA) Count
Plate (AOAC 981.15), Petrifilm 3M — Aerobic (AC) Countdes e Petrifilm 3M —
E.coliColiformes (EC) Count Plate(AOAC 991.14) de acordo com o0s
procedimentos determinados pelo fabricante. A gama de bactérias laticas
(Lactococcuse Lactobacilu$ nos queijos foi feita utilizando-se a metodologia
descrita por Silva et al. (2010).

3.3.3. Analises de PCR

Andlises idénticas ao item 3.1.5, descritas nagiraretapa do projeto.

3.3.4. Andlise de enterotoxinas estafilocécicas

Foram realizadas analises de enterotoxinas estadiicas em amostras de
queijo Minas artesanal de Araxa, utilizando o tegtalitativo imunoenzimatico
Vidas Staph enterotoxin II®. As pesquisas foramizadas por meio da técnica
ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) em imunoaadbr Mini-Vidas®. O
protocolo de extracdo foi seguido por meio de cotmagedo pelo acido
tricloroacético, seguindo recomendacao dadas pedboicnte. Este protocolo é
recomendado para aumentar as concentracfes dedopéra produtos lacteos e

eliminar as interferéncias raras encontradas eanalgueijos de leite cru.

3.3.5. Pefrfil de textura instrumental

O perfil de textura das amostras foi determinadlizamdo-se um Instron
Universal Testing Machine, modelo 3367 (Instron.Lfdorwood, Massachusetts,
EUA). As condicdes de trabalho foram: pré-testgtete pos-teste nas velocidades de

um mm/s, com distancia de compresséao de 40 % da pgverior da amostra. Uma
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sonda cilindrica de 55 mm foi usada juntamente ooma célula de carga de 1 KN,
movida perpendicularmente através das amostrasieifog) quadradas (25 mm de
lado) que foram colhidas aleatoriamente do queijeirio. As resisténcias exercidas
pelas amostras foram automaticamente registradas fiemeza, fraturabilidade,

gomosidade e mastigabilidade em Newton (N), eidsiie (mm) e coesividade

foram o calculadas pelo software Blue Hill 2.0 {los - Norwood, Massachusetts,
EUA), utilizando dados de forca (N) x tempo (s)idb$ durante os ensaios. As
analises do perfil de textura instrumental foramagenos tempos 3, 7, 14, 30, 45 e

60 dias de maturagao.

3.3.6. Avaliacéo da Cor

Para a avaliacdo instrumental da cor foi utilizado colorimetro da marca
Hunterlab, modelo Color Quest Il. A escala de ddizada foi CIE Lab (L*a*b*),
com iluminante [ (6900K), com abertura de 200 valor de L* representa a
luminosidade da amostra, variando de preto (0) amdar (100); o valor de a*
representa a cor, variando de vermelho (+) a vejde o valor de b* representa a
cor, variando de amarelo (+) a azul (-). O apardthocalibrado no modo de
reflectancia especular excluida usando placasfdeneia branca (C6299 Hunterlab
Color Standard) e cinza (C6299G Hunterlab Colom@&ted). Para a leitura, foi
utilizada uma cubeta de quartzo de 10 mm. As a®lie cor foram feitas nos
tempos 3, 7, 14, 30, 45 e 60 dias de maturacgao.

3.4. Delineamento estatistico

O experimento foi conduzido em trés repeticbesné&ato por cada produtor
de queijo, em delineamento em esquema fatoriatioses tempos de maturagéao e as
concentracbes de nisina os fatores estudados. Afisem estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa MINITAB — &rsl4 ETATISTICAL
SOFTWARE. MINITAB INC2003). Os resultados foram submetidos ao Teste de
Normalidade de Ryan-Joiner (p < 0,05), andlise aidaucia (ANOVA), Teste de
Kruskal-Wallis (para dados ndo paramétricos), coagi de médias pelo Teste de

Tukey (p < 0,05) e analise de regressao, de aamthoa necessidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados da®etapa

4.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas do queijo Mas artesanal coletado nas
propriedades selecionadas na regido de Araxa

Os queijos foram coletados em marco de 2011, eroocpropriedades
diferentes na regido de Araxa. Todas as queijasaslhidas eram cadastradas pelo
IMA, no programa Queijo Minas artesanal. A matucafd realizada em camara
especial para maturacdo de queijos artesanaisnsiibuto de Laticinios Candido
Tostes — Juiz de Fora - MG, em condi¢cdes que simalanaturacdo de origem, ou
seja, em prateleiras de madeira e temperatura atapiporém sem controle de
umidade. Os resultados médios referentes a confimofigico-quimica dos queijos

ao longo de 60 dias de maturacao estédo apresemada@bela 6.

Tabela 6. Resultados médios e desvio padrdo ddiseanfisico-quimicas do queijo
Minas artesanal produzido nas 5 propriedades seledas na regido de

Araxa-MG.
Tempo ole Umidade RMF GES Cloretos
maturacao (% m/m) (% m/m) (% m/m)
3 dias 49,77 + 3,27 3,65+ 0,59 49,37 + 9,16 2,05M4
7 dias 38,12 +1,48 4,70+ 0,39 48,42 + 4,92 1,963%
14 dias 31,11 +2,42 5,08 + 0,35 45,64 + 3,49 22080
30 dias 27,88 £ 5,00 5,01 +0,53 48,28 + 5,04 +9743
60 dias 20,10 £ 5,43 555+0, 77 55,81 + 6,59 28056

*DP = desvio padrédo

A Tabela 6 demonstra que os queijos ndo sao padios e existe grande

variacdo destes ao longo do periodo de maturaggioe pode ser comprovado pelos

altos valores de desvio padrao descritos.

Houve grande variacdo na umidade dos queijos, ipalmente entre os dias
30 e 60 de maturacéo. O teor médio de umidade eigogdinas artesanal de Araxa

com 7 dias de maturacgéo foi de 38,12% (Tabela ueopermite classifica-lo como
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sendo de média umidade (BRASIL, 1996). Este vamruthidade atende a Lei
14.185, modificada pela Lei 44.864, que exige até9% de umidade para
comercializacao de queijos artesanais (MINAS GERA®S).

Martins et al. (2004a) encontraram valor de umidadelio de 45,05% para
queijo Minas artesanal de Araxa com 8 dias de rmafiar, demonstrando que houve
mudancas na umidade dos queijos de 2004 até oatdais. Nao existe nenhuma lei
que determina o periodo de maturacdo minima ddpguetesanais de cada regiéo,
esse periodo € regulado por meio da umidade dgogsendo necessario maturar o
gueijo até que o mesmo atinja valores até 45,9%urdalade que possam ser
comercializados (MINAS GERAIS, 2008).

Com o decorrer da maturacdo, o queijo artesanalpfo ser embalado em
pelicula plastica impermeaveis, tem seu teor dedad@ diminuido pela perda de
agua e, por conseguinte, os demais componentedrdtoeseco aumentam.

O teor médio de gordura no extrato seco (GES) dmsjag artesanais de
Araxa foi de 48,5%, o que o faz ser classificadm@agordo pela portaria 146
(BRASIL, 1996). Valores de 51,5% de GES foram ebemlos em queijos Minas
artesanais da regido de Araxa por Martins et &042) demonstrando resultados
semelhantes ao deste estudo, sendo também cladsfficomo gordo pela legislacdo
vigente (BRASIL, 1996).

O teor de cloretos variou de 1,3% a 3,26% demamdtraa falta de
padronizacdo do processo de salga dos queijosagagdo de queijo para queijo. O
teor de RMF aumentou com o decorrer da maturagdodal a perda de agua por

evaporacao e concentracdo do extrato seco totaleifo.

4.1.2. Evolucdo da maturacdo dos queijos artesanat®letados na regidao de

Araxa

Os valores médios dos indices de protedlise dgayuessim como do pH e

atividade de agua estdo demonstrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Valores médios e desvio-padrédo da exdgfsBS,H 4dNT) de maturagao,
profundidade (%N$a 12¢/NT) de maturagédo, pH e atividade de agua
(Aa) do queijo Minas artesanal produzido nas pemjaies selecionadas
na regido de Araxa

;ZE?; (;% H Aa Extensao Profundidade
e P (%NSpadNT)  (%NStca120/NT)
(dias) :

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 82,2
14 490+0,17 0,91 £0,025 13,19+ 3,51 9,672,
30 5,15+ 0,09 0,92 +0,017 18,57 + 3,48 11,91882
60 5,00 +£0,38 0,85 + 0,050 21,19 +9,82 15,0614.8

*DP = desvio padrao.

Nota-se (Tabela 7) que nos primeiros dias de ragdior ocorre reducao do
pH dos queijos, pois ha producéo de acido laticalyrido pelas bactérias laticas a
partir da lactose (BERESFORD et al., 2001). A dade de agua do queijo reduziu
com o decorrer da maturacdo (Tabela 7). Neste cague mais contribui para
reducdo da atividade de agua é perda de agua go paea o ambiente, visto que
este ndo foi embalado durante o periodo de maturaca

Houve um aumento gradual para os resultados mddms$eores de % Ngp
46/NT e de % NSrca 12/NT durante os 60 dias de maturacdo, conforme adper
(Tabela 7). A protedlise ocorre em varios estagmslegradacdo da proteina e dos
peptideos pela acdo das enzimas do leite, do @dgutesidual, das bactérias do
fermento latico, das bactérias ndo originadas dmerto (NSLAB) (FOX et al.,
2004), por isso uma evolucéo dos indices de plieee6bm o tempo é esperado. De
acordo com a literatura, com o decorrer da matoragéorrem mudancgas na textura
do queijo apresenta-se mais macia como consequéactadrélise da matriz de
caseina, mudancas na capacidade de ligacdo de dgudancas no pH (FOX et al.,
2004).

4.1.3. Contagem de S.aureus e identificacdo de genes que codificam

enterotoxinas classicas

Os queijos coletados nas cinco propriedades eseallioram analisados ao
longo do periodo de maturagéo de 60 dias quantmiagem deé. aureusA Tabela

8 apresenta média da contagem, limite superioijelinmferior, desvio padrédo e
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coeficiente de variacdo para analiseSdeaureusnos queijos Minas artesanais das

propriedades selecionadas na regido de Araxa.

Tabela 8. Média da contagem 8e aureusnas 5 queijarias artesanais de Araxa
selecionadas

Média do Log UFC.g

Tempo de maturacéo S. aureus LS LI? DP? 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

LS" = limite superiorL| = limite inferior; DP° = desvio padradCV* = coeficiente de variagéo

O alto valor encontrado no coeficiente de variad@® contagens ao longo do
tempo demonstra que nao existe padrao microbiaddas queijos fabricados na
regido de Araxa. O elevado indice 8e aureuspode estar associado a mastite
bovina, obtencdo inadequada do leite e habitosémigps insatisfatorios,
principalmente na manipulacdo dos queijos durant@racesso de fabricacao
(ARAUJO et al., 2004). Apesar de o queijo atingunaidade exigida pela legislacéo
com apenas 7 dias, verifica-se que neste periodedia da contagem (Tabela 8)
permanece superior & exigida por Lei que é mener3ju Log UFC.g (MINAS
GERAIS, 2008).

Araujo et al. (2004) analisaram 37 amostras dej@aeiesanal de Araxa para
S. aureuse em 89,2% das amostras foram encontradas costageeriores a £0
UFC.g" valor méximo exigido pelo Decreto 44.864, 2008e21,62% dos queijos
foram encontradas contagens superiores 3 @6ntagem em que ja existe a
possibilidade de producéo de enterotoxinas perragtro-organismo.

A Figura 6 demonstra o comportamento da multipcagle S. aureus.
Notou-se a grande variacdo encontrada nas contdganmsa propriedade para outra,
embora todas as propriedades selecionadas estagistiadas no programa Queijo

Minas Artesanal.
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Figura 6. Comportamento da meédia das contageBs d@ereusnos queijos artesanais
das 5 propriedades selecionadas na regido de Ami@ngo de 60 dias
de maturacdo. A seta indica limite maximo permitjida legislacdo
(MINAS GERAIS 2008).

Pela analise de deteccdo do gtemA (Tabela 9), verificou-se que todos os
isolados avaliados caracterizavam-se c@naureustendo em vista que a presenca
do gendemA é especifica para este micro-organismo (MEHROERAI., 2000)

A presenca do gene é reconhecida pelo numero @s parbases (pb) que
compdem o gene, sendo que 125 pb é caracteristiampyenéemA (MEHROTRA
et al., 2000).

Na deteccgéo de genes que codificam enterotoxi@as12l amostras isoladas
em queijos artesanais da primeira etapa do trapathd® propriedades diferentes (A,
B, C, D, E) todas foram positivas pdeanmA 11 foram positivas parseg 1 foi
positiva parasel 5 foram positivas parse¢ 7 paraseee nenhuma parsed(Tabela
9).
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Tabela 9. Perfis dos genotipos encontrados faraureus isolados dos queijos
artesanais das 5 propriedades selecionadas (A, B eE).

Cédigo/
propriedade
1/A
2/A
3/A
4/B
5/B
6/B
7/1C
8/C
9/C
10/D
11/D
12/E +
* - ndo detectado; + detectado.

femA* sea* seb* sec* sed* see*

+ + -

1
1
+ o+ + + o+

+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + 4+ o+

+ + 4+ 4+ + + + + + + o+
1
+
1

De acordo com o exposto na Tabela 9, pdde-se carifjue dentre os genes
encontrados houve prevaléncia parsea(91,97% dos isolados) e todas as estirpes
isoladas possuiam algum gene que codificava pagamal das enterotoxinas
classicas. OS. aureusenterotoxigénicos que sdo portadores dos gseag seb
estdo associados a humanos (FREITAS et al.,, 20BRADOLL et al., 1990),

portanto a origem mais provavel dos isolados destaeira etapa podem ser dos
manipuladores dos queijos.

4.2. Resultados da 22 etapa - Efeitin vitro da adicdo de nisina sobre o
crescimento deS. aureusem LDR 12%

O efeito de diferentes concentracdes de nisinajaadida ao LDR 12% sobre
S. aureusesta apresentado na Figura 7. Pode-se observaragjueurvas de
crescimento dé&. aureugeferentes a todas as doses utilizadas apresanededito
bactericida em relacdo a curva de crescimento ska clantrole.

Estes resultados diferem dos apresentados por (PlgiTal., 2011) ja que
somente as doses de 400 e 500 Ul'mapresentaram efeito bactericida.
Comparando-se os resultados dos dois trabalhogtékian a evidéncia de que a

nisina exerceu efeito em populagcdesSleaureus embora haja diferencas entre o
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efeito e as diferentes populacdes deste micro-mg@nja que no presente trabalho
foram utilizadas estirpes isoladas dos prépriogjagie

Utilizando-se as estirpes isoladas, observou-seafigienesmo as menores
concentracdes de nisina exerceram efeito bactarices primeiras 10 horas de
incubacdo, sendo que as duas maiores doses (4D L) ocasionaram maior
inibic&o.

Pode ser observado também (Figura 7) que todasosssdde nisina
resultaram em menor niumero maximo da populac&®. deireusSabendo-se que a
concentracdo maxima @& aureusium queijo € determinada em parte pelo tamanho
da concentracéo inicial, pode-se inferir que gseglaborados com leite de melhor

qualidade microbiolégica, ainda que fresco, podearglar numeros proximos
daqueles preconizados pela legislacdo vigente.

8,0

—e— controle

4,0

S.aureus {log UFC.gY)

¥ ---a--- 200 UI
3,0 ! --O - 400Ul

- @ -500Ul

2,0

0 20 40 60 80 100 120

Tempo (horas)

Figura 7. Efeito de diferentes doses de nisindBR 12 % sobré. aureus

Observou-se reducao de aproximadamente 4 ciclgsés doses de 200, 400
e 500 UL.mL* em relacdo ao controle e 3 ciclos Log nas dosekdfieUl.mL* nas
primeiras horas de incubagéo. Foi observado tambénefeito bactericida sob&
aureusquando utilizadas as doses de 100, 200, 400 &J560." nas primeiras 20
horas de incubacao. A duracao da fase estacia&Baaureusio controle, 100Ul e

200UI ocorreu entre 12h e 36h apos a incubacé@sA éstacionaria observada na
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presenca de 400 IU. rmLocorreu entre 24 e 96h, enquanto para a dose @e 50
IU.mL™ ocorreu entre 48h e 96h.

N&o houve diferenca significativ® & 0,05) entres as doses de 200 Ul, 400
Ul, 500 IU.mL* ao longo da incubacdo e ao mesmo tempo estas diesesistraram
maior efeito bactericida em relacdo a concentraigf@00 IU.mL* e controle P <
0,05). O efeito bactericida da dose de 100 IU'rfui diferente da dose controle €
0,05).

Apesar das doses de 200 Ul, 400 UI, 500 Ul'passuirem efeitos similares
em LDR 12%, foi escolhida a dose de 400 Ur’hpara ser utilizada no testeloco.

O queijo é uma matriz alimentar diferente do laiteseus constituintes, como a
gordura, podem interferir diminuindo o efeito baicida da nisina (CHOLLET et
al., 2008), por isso a concentracdo de 200 Ut méo foi escolhida por precaucao.

A concentracdo de 500 Ul.ritLfoi descartada baseada na possivel inibigéo
da bactérias laticas pelo excesso de nisina e goestemente podendo interferir na
maturacdo do queijo, visto que as doses de 400 Lf.m 500 Ul.mL*
provavelmente possuem o mesmo efeito na reducammiagem deS aureusde

acordo com o teste@ vitro.

4.3. Resultados da 32 etapa

4.3.1. Efeitoin loco da nisina sobre a composi¢cédo centesimal do queildinas

Artesanal da regido de Araxa

O resultado completo das analises fisico-quimicas dueijos Minas
artesanais da regido de Araxa com diferentes ctragées de nisina ao longo dos

60 dias de maturacéo esta apresentado na Tabela 10.

43



Tabela 10. Composicao centesimal média (%om/m), @itivedade de agua fados
queijos com diferentes concentragdes de nisinadif@entes tempos de

maturacao.

Matgragéo Nisinz_BL1 oH Aa Cloretos Umidade GES Gordura Prt'gigllna

(dias) (lU.mL™) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% 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
0 511 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 agug éaRMF apresentaram uma curva nao-
normal de distribuicdo, de acordo com o teste Rlaner, portanto, para estes
resultados, adotou-se a estatistica ndo paramétoicaneio do teste de Kruskal-
Wallis e o teste de Tukey para comparacdo entrenédias (nivel de 5% de
significancia).

A normalidade dos valores de cloretos, umidadedwga; GES e proteina
total desde estudo néo foi rejeitada ao nivel ded&%%ignificancia, portanto, para
estes resultados, adotou-se a andlise de varighidi@VA) e o teste de Tukey para
comparacao entre as médias.

Os resultados apresentados na Tabela 10 seradidliscseparadamente nos

itens subsequentes.
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4.3.1.1. Teor de residuo mineral fixo (cinzas)

A andlise do teor de residuo mineral fixo foi reatia apenas no terceiro dia
de maturacéo e n&do ao longo dos 60 dias, poisral&eoinzas do queijo ndo varia
com o tempo, apenas muda de propor¢cdo de acordm @mento do extrato seco
total.

As diferentes concentracdes de nisina (0, 100 e W0GnL™) n&o

influenciaram significativament® ¢ 0,05) o teor de RMF dos queijos (Tabela 11).

Tabela 11. Valores médios de cinzas para os qumjosdiferentes concentracdes de

nisina.
Nisina (IU.mL™) Cinzas (%)
0 3,742
100 3,632
400 3,96°

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difenéma & (p> 0,05), pelo teste de Tukey.

Os teores de RMF deste estudo variaram de 3,36%2&04nos queijos. De
acordo com Costa Junior et al. (2009a), em um estedlizado em queijos
artesanais da Serra da Canastra, ao longo da® qstéécdes do ano, foi observado
que os teores de RMF variaram de 3,6% a 4,2%. Mackgal. (2004) encontraram
valores de cinzas entre 3,19% e 4,36% em queij@dMantesanal da regido do Serro.

A porcentagem de sais e RMF no leite varia de acooin os fatores como
alimentacédo animal, estacdes do ano, estagioctiedm e doencas como a mastite.
O conteudo de sais € maior no inicio da lactacatmgtro), em seguida diminui e

depois volta a aumentar no final da lactacao (SIL2204).

4.3.1.2. pH durante a maturacao

Houve efeito significativo das concentracbes damaiem relacdo ao pH dos
queijos P < 0,05), mas ndo houve efeito nos tempos de ng@torgue variaram de 3
a 60 dias P > 0,05). O pH dos queijos artesanais com diferentexentracoes

nisina estdo demonstrados na Tabela 12.
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Tabela 12. Valores médios de pH em todos os tempg@@sos queijos com diferentes
concentracdes de nisina*.

Nisina (IU.mL™) pH
0 5,04°
100 5,15"
400 5,582

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difenéma & (p> 0,05), pelo teste de Tukey.

A Tabela 12 mostra que a média do pH dos queijos4@0Ul.mL™ foi mais
alta, se comparada aos queijos controle e com ontracéo de nisina de 100 Ul.mL
! No entanto, o pH médio dos queijos com 100.mL™* n&o diferiu
significativamenteR > 0,05) do queijo controle.

As variacdes de pH em queijos artesanais podenmescan funcdo das doses
e da atividade do fermento natural utilizado nocpsso de fabricacdo dos queijos
(MACHADO et al.,, 2004). Neste estudo, as doses @enénto natural foram
padronizadas para que interferissem o minimo pelssi variagdo de acidez dos
queijos.

Como néo houve diferenca significativdX 0,05) na populacao de bactérias
laticas (ver item 4.3.3.5.4) entre 0s queijos coser nisina, ndo se pode dizer que a
nisina inibiu a producgéo de acido pela acdo dabas laticas. No entanto, diversos
trabalhos comprovam a presenca de leveduras eragsn queijos artesanais e
sabe-se que estas podem aumentar o pH dos querjorgilo do metabolismo do
acido latico durante a maturacéo (LIMA et al. 208%; et al., 2008; GARDINI et al.
2006). No caso do presente estudo, ndo é possfirataa que houve um
favorecimento das leveduras enddgenas por meioigiiaane consequentemente
aumento do pH nos queijos com 400 Ul:mlpois ndo foram feitas anélises para
verificar a presenca das mesmas no queijo, masmmpode ser feito em trabalhos
futuros.

Martins et al. (2004a) encontraram pH igual a £B6bqueijos artesanais de
Araxa com 8 dias de fabricacéo. Silva et al. (2@&ontraram pH 5,14 para queijos
artesanais da regido da Canastra com 8 dias deag@buno periodo da seca e 5,36
no periodo das aguas. Costa Junior et al. (2008mn&aram pH 5,20 para queijos
artesanais da regido da Canastra com 2 dias deag@buno periodo da seca e pH
5,50 no periodo das aguas. Machado et al. (20@Onémou valor de pH 4,98 para

queijos artesanais do Serro com 6 dias de fabocacdartins et al. (2004c)
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encontrou média de pH igual a 4,75 também em cueaijtesanais do Serro. Estes
estudos comprovam que ha uma variacao no pH dgesjagtesanais em funcéo da
queijaria (pois a dose de fermento ndo é padroa)zain funcdo da regido e da
época do ano em que o queijo foi produzido.

Em um estudo realizado por Pinto et al. (2011)éiocontrado diferenga
significativa dos valores de pH em fungdo do teni@® dias) de maturacdo de
queijos artesanais do Serro, mas ndo em funcacatementracoes de 0, 100 e 500
IU.mL™ de nisina, diferindo do presente estudo.

Em estudo conduzido por kykkidou et al. (2007), aphicacéo de nisina em
queijo Galotyri, um queijo grego macio, também riébencontrada diferenca
significativa entre os valores de pH dos queijdwitados com e sem nisina. No
entanto, tratava-se de um queijo fabricado por weg§o acida e a nisina foi
adicionada apds o processo de fermentacdo do guegoferindo de forma menos
intensa no processo de producao de acidez.

4.3.1.3. Umidade durante a maturacao

Os resultados das analises de umidade dos queigsaiaais com diferentes
concentracdes nisina ao longo dos 60 dias de ngatestao apresentados na Figura
8. Houve efeito significativo das concentracfesidea, do tempo de maturacdo e
da interacéo entre estes dois fatores em relac&oaade umidade dos queijdd €
0,05).

A média dos queijos com e sem nisina mostraram lgmeve perda
progressiva de umidade durante os 60 dias de matraendo que as médias
variaram de 58,48% (com 3 dias de maturacdo) a92®,2com 60 dias de
maturacdo) (Tabela 10). A perda de umidade dosjogueo longo do tempo é
esperada, pois os queijos foram maturados sem agdma) a temperatura ambiente
e em uma camara ventilada, o que ocasionou na gderdgua por evaporacao. Esta
perda depende da umidade de cada queijo, da umididi®a do ar no interior da
camara, da temperatura de maturacao e do tratarmentpue foi submetida a casca
do queijo (FOX et al., 2004).

A classificacdo dos queijos artesanais de Araxémago da maturacdo, de
acordo com a portaria n° 146 de 1996 do MAPA (BRA3DP96), variou de muito
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alta umidade (acima de 55%), em queijos com 3 desnaturacdo, a queijos de
baixa umidade (até 35,9%), em queijos com 45 e&ddk maturacao.
A evolucdo do teor de umidade dos queijos artesapaia os diferentes

tratamentos ao longo do tempo esta demonstradeynafs.

55 , Umidade (100 Ul) =-0,392x + 55,11
50 - ey R?=0,957

45 -
40 - SR

£ 35 - Umidade [0 UI] =-0,464x + 55,48
] R%=0,958 e
] .
§ 25 - Umidade [400 U] =-0,470x + 57,15
20 - R2=0,963 0
15~ = 100 UlL.mL-1
10 1 + 400 ULmL-1
5
O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Maturacao {dias)

Figura 8. Valores do teor de umidade dos queijtesanais ao longo dos 60 dias de
maturacao fabricados com diferentes concentracéenigina: (---) O;
(__)100 UlL.m* e (....) 400 UL.mL.

De acordo com o decreto 44.864 (MINAS GERAIS, 20@3yueijo Minas
artesanal deve possuir umidade maxima de 45,98osiighifica que o queijo Minas

artesanal de Araxa com ou sem nisina s6 poderiaoseercializado a partir de 30

dias de maturacéo, conforme mostrado na Figura 8.

4.3.1.4. Teor de cloretos durante a maturacao

De acordo com a analise de variancia, ndo houvieo egagnificativo das
concentracdes de nisina em relacédo ao teor detasodes queijosR > 0,05), mas
houve efeito nos tempos de maturac® < 0,05). Também ndo houve efeito
significativo da interagdo tempo e tratamenf®o>( 0,05). A evolucdo do teor de
cloretos dos queijos artesanais de Araxa com difeseconcentracdes de nisina

durante o periodo de maturagcéo pode ser obseraaiigura 9.
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Figura 9. Média do teor de sal (cloretos) dosjqaartesanais ao longo dos 60 dias
de maturagéo fabricados com diferentes concensai@daisina.

O teor de cloretos dos queijos aumentou de fornmeaticom o decorrer da
maturacao (Figura 9). A tendéncia do aumento dodecaloretos com a maturacao
do queijo ocorre devido a perda de umidade do guegumento da propor¢do dos
constituintes solidos. No entanto, o teor de ctmebdo foi influenciado pelas
diferentes concentracdes de nisia X 0,05). Este resultado contrasta com o
encontrado por Pinto et al. (2011), onde nos gseijon 500 Ul.mL, foi encontrado
maior teor de cloretos se comparados aos queijosate e com 100 Ul.mt de
nisina.

A adicdo de sal em queijos possui diversas findédatais como, melhorar
sabor, inibir a multiplicagdo de micro-organismosntaminantes, promover a
sinérese da massa e ajudar no teor de umidade(IAMNE e MORISON, 1999;
MORRIS et al., 1985).

Martins et al. (2004a) encontraram meédia do teocldeetos de 2,06% em
queijos artesanais de Araxa apoOs 8 dias de matur&gsta Junior et al. (2009a)
encontraram uma variagcao de aproximadamente 558onale cloretos em queijos
artesanais da regido Canastra, nas diferentesdestap ano. Silva et al. (2011)
encontraram 1,64% de cloretos na época das aglakl® na época da seca em
queijos artesanais da Canastra com 8 dias de maturdachado et al. (2004)
encontraram 4,39% de cloretos em queijos artesal@miSerro com 6 dias de
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maturacdo. Martins et al. (2004b) encontraram 1,0 queijos artesanais do
Cerrado com 8 dias de fabricagao.

As diferencas nos teores de cloretos encontradasadralhos com queijos
artesanais podem ser explicadas por dois fatoregri@eiro seria a falta de
padronizacdo da quantidade de sal utilizada poa gmddutor na fabricacdo dos
gueijos artesanais, ndao existindo um medidor quermiée a quantidade de sal
utilizada. A salga de queijos artesanais é readizad meio da salga a seco, que € a
adicao de sal grosso ou sal refinado na supedicigueijo, e a dosagem utilizada €
diferente de queijaria para queijaria. Outro fatpre influencia na falta de
padronizacao de sal dos queijos artesanais sdif@rente tempo de salga utilizado
por cada produtor e por cada regido, contribuindovariacdo final (COSTA
JUNIOR et al., 2009a; SILVA et al., 2011).

O teor de sal dos queijos pode causar da inibigamidro-organismos. No
entanto, no caso d®. aureugmicro-organismo foco do presente estudo), estie po
tolerar até 20% de sal no seu desenvolvimento 4@%e de sal para producéao de
enterotoxinas (BORGES et al., 2008), consideradmdiarante.

Em relacdo ao efeito do sal na atividade da nisemages de sal acima de 2%
no queijo podem aumentar a eficiéncia da nisinara@ aureusprincipalmente em
baixas temperaturas (THOMAS e WIMPENNY, 1996). @G#tadt al (2008) também
verificaram que um aumento no teor de sal de quEpjemental aumenta a

bioatividade da nisina contra o micro-organismadadorMicrococcus luteus

4.3.1.5. Atividade de 4gua (@ durante a maturacao

N&o houve efeito significativo das concentracéesndea em relacdo a
atividade de agua {ados queijos R > 0,05), mas houve efeito nos tempos de
maturacdo B < 0,05). A evolucdo da ,aos queijos artesanais de Araxd com
diferentes concentracdes de nisina, durante o duerite maturacdo, pode ser

observada na Figura 10.
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Figura 10. Média da atividade de agua)(dos queijos artesanais ao longo dos 60
dias de maturacéao fabricados com diferentes coragg®s de nisina.

Durante o periodo de maturacdo ocorreu reducadividaale de agua dos
queijos em todos os tratamentos (Figura 10), nanémtndo houve influéncia da
nisina nesta reducdo. Resultados semelhantes fereontrados por Pinto et al.
(2011) em queijo Minas artesanal do Serro com e s&ima, ou seja, houve
diferenca na atividade de agua dos queijos nosderdp maturagdo, mas ndo em
relacdo ao tratamento. Nesse mesmo estudo (Piratio, @011), foram encontrados
valores de atividade de agua que variaram de 0B83adurante um periodo de 7 a
60 dias de maturagao.

Os queijos artesanais de Araxa foram maturadosnpet@tura ambiente e
sem embalagem, o que resultou em grande perda ue PBgr evaporacdo e
consequentemente reduziu a atividade de agua desesedurante os 60 dias de
maturacao (Figura 10).

Martins et al. (2004a) encontraram 0,97 de ativeddd agua para queijos
artesanais de Araxa com 8 dias de maturacédo, adsutemelhante ao do presente
estudo.

Os valores de atividade de agua encontrados ndgsjaetesanais de Araxa
com e sem nisina ao longo da maturagdo sao favsraveultiplicacdo de patégenos
como 0 micro-organismo foco deste estud&taphylococcus aureysAVARO et

al., 2006; BORELLI et al., 2011), que é capaz dedpeir de enterotoxinas em
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valores de atividade de agua de até 0,83, apesatirdo ser 0,99 (BORGES et al.,
2008).

A maturacéo, o teor de umidade e o teor de saldnfliam a atividade de
agua (g dos queijos de uma maneira geral. Algumas fragieesaminoacidos,
liberados durante a protedlise a partir de nitragéoluvel em TCA 12%, possuem
cadeias laterais com grupos polares ou ionizaweissg integram facilmente a agua,
abaixando a atividade de agulrante o periodade maturacdo do queijo
(BERESFORD et al., 2001; SOUSA et al., 2001). Odgalinui a atividade de agua
devido ao seu baixo peso molecular e sua alta iidhdle e em queijos maturados
sem embalagem ou sem qualquer outra pelicula degdim existe reducdo da
atividade de agua pela perda de umidade por ewgimrdBERESFORD et al.,
2001).

4.3.1.6. Teor de gordura e gordura no extrato sedGES) durante a maturacao

Houve efeito significativo das concentracdes denaise do tempo de
maturacdo em relacdo ao teor de gordura e GES uwm®g) artesanaid?(< 0,05),
mas n&o houve efeito da interagao tempo x nigirad,05).

A Tabela 13 apresenta os valores médios do tegoxtkira e de GES para os

queijos fabricados com as trés concentracdes dites&le nisina.

Tabela 13: Valores médios do teor de gordura e @®@EStodos os tempos de
maturacdo para os queijos com diferentes concéeisade nisina*.

Nisina (IU.mL™) GES Gordura (%m/m)
0 53,35° 30,44°
100 49,86" 27,69°
400 49,07 27,26°

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difentna & (p> 0,05), pelo teste de Tukey.

Quanto maior foi a concentracdo de nisina utibzadnenor foi a
porcentagem de gordura e GES do queijo (Tabela 13).

Martins et al. (2004a) encontram teor de gorduraionéle 28,29% em
gueijos artesanais de Araxa. Silva et al. (201tpetmaram 27,59% de gordura em

gueijos artesanais da Canastra no periodo das @gR8$1% no periodo da seca.
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Pinto et al. (2011) encontraram 27,83% de gordurageeijos artesanais do Serro.
Martins et al. (2004c) encontraram 26,5% de gor@wmnagueijos artesanais do Alto

Paranaiba. Estes resultados demonstram que o®guetpsanais das diferentes
regides possuem porcentagens de gordura semelhapéssr das fontes de variacao
como estacbes do ano, alimentagdo animal, hetezmigele racial do rebanho

leiteiro e variacbes de manejo que podem afetapode gordura do leite (COSTA

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

Os queijos controle, com 100 IU.mle 400 IU.mL! de nisinaapresentaram
valores médios de porcentagem de gordura no exteto (GES) de 53,35%,
49,85% e 49,07% respectivamente (Tabela 13). Estedtados médios classificam
estes queijos como gordos de acordo com a Pold6#€6 (BRASIL 1996). A
portaria 146/96 (BRASIL 1996) classifica os queijds acordo com o teor de
gordura no extrato seco (GES), sendo denominadakg@uando apresentam um
GES entre 45 a 59,9%. No entanto, a Lei 14.185/ZMRIAS GERAIS, 2002b)
que é especifica para queijos artesanais, ndoetstalnenhum critério para queijos
artesanais quanto ao teor de gordura.

A evolucéo do teor de gordura e do GES dos queijtesanais com e sem
nisina ao longo da maturagao estdo demonstradégna 11.

70 -

GES (0 UI) =-0,008x% + 0,552% + 47,78

65 1 RZ=0,548

60 -
55 -

50 -

GES
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0
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- ? =
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Figura 11 — Valores de GES dos queijos artesamaisolago dos 60 dias de
maturacao fabricados com diferentes concentracéeasisina: (---) O;
(__)100 UlL.mC* e (...) 400 UL.mL.
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A Figura 11 demonstra que os queijos controle fonaams gordos ao longo
de toda maturacao se comparados aos queijos cora.nid aumento no teor de
gordura dos queijos ao longo do tempo € esperadadal a perda de umidade por
evaporacdo e aumento da proporcdo dos constitusdietos, no entanto o GES
tende a se manter constante.

Em um estudo realizado por Pinto et al. (2011)oo ¢ie gordura dos queijos
artesanais do Serro com 100UlLtnle 500Ul.mL* ndo apresentram diferenca
significativa em relacdo ao queijo controfeX 0,05), diferindo do presente estudo.
Este resultado comprova que a nisina influenciamaposicédo centesimal de queijos
artesanais de forma diferente de acordo com aaegide é utilizada.

4.3.1.7. Evolucédo do teor de proteina total duraeta maturacéo

N&o houve efeito significativo das concentracdesnidena em relacdo a
proteina total dos queijoP & 0,05), mas houve efeito nos tempos de maturdg&o (
0,05). Também néo houve efeito significativo dera¢ao tempo x nisin& & 0,05).

A evolucao do teor de proteinas dos queijos artésaita regido de Araxa
esta apresentada na Figura 12.
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Figura 12. Valores médios do teor de proteina whbal queijos artesanais ao longo
dos 60 dias de maturagdo fabricados com diferesdasentracoes de
nisina.
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Houve aumento progressivo e linear do percentugroieina dos queijos ao
longo dos 60 dias de maturacdo (Figura 12). A aunaedo da proteina total dos
queijos ao longo do tempo é esperada, assim cogurydara e o teor de cloretos,
devido a perda e umidade por evaporacao, pois hauwmento do extrato seco total
dos queijos, 0s quais sdo maturados sem embalagetengperatura ambiente (FOX
et al., 2004).

Martins et al. (2004a) encontraram teores de pratédtal que variaram de
21,83 a 29,26% em queijos artesanais da regidorae@Acom 8 dias de maturacéo,
de diferentes queijarias, demonstrando a falta atrgmizacédo dos queijos desta
regiao.

Fatores como a quebra da massa com pas de mazledia (iras) e o fato do
leite ser coagulado em bombonas (o0 que dificuktarte da coalhada) podem ser os
motivos por perdas de proteina (popularmente chantd “finos”) no soro e,
consequentemente, motivo de tanta variagdo naleeproteina de queijos artesanais
(MARTINS et al., 2004a).

4.3.2. Efeitoin loco da nisina na protedlise do queijo Minas Artesanatla regido
de Araxa

A maturacdo envolve uma série de complexos evebiguimicos que
resultam nas caracteristicas de sabor, aroma @detipicas de cada variedade de
gueijo. O mais complexo desses eventos bioquimeqwmotedlise, € causada por
agentes que sao oriundos de variadas fontes: @vdgulesidual (geralmente
guimosina), enzimas endogenas do leite, fermeatisds, microbiota ndo originaria
do fermento e, em muitas variedades, as enzimawmic@biota secundaria (por
exemplo, Penicillium sp. nos queijos maturados por fungosRoapionibacterium
Sp. Nos queijos tipo Suigo) (SOUSA et al., 2001).

No presente estudo, os indices de protedlise %,NS/NT (extenséo da
maturacao) e %N&a 120/NT (profundidade da maturacdo) apresentaram uimva cu
nao-normal de distribuicdo, de acordo com o tegenRoiner, portanto, para estes
resultados, adotou-se a estatistica ndo paramétoicaneio do teste de Kruskal-
Wallis (nivel de 5% de probabilidade).
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Nao houve efeito significativo das concentracbesidma em relacdo a %
NS pH 4dNT € NStca 120/NT (P> 0,05) dos queijos, mas houve efeito nos tempos de
maturacaol < 0,05).

As Figuras 13 e 14 apresentam a evolucdo dos #dieeproteslise dos

queijos com o decorrer dos 60 dias de maturacaguieigs artesanais da regido de
Araxa.
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Figura 13. Média da porcentagem de NS ¢NT dos queijos artesanais ao longo
dos 60 dias de maturagdo fabricados com diferesdasentracbes de

nisina.

O %NS pn 4dNT se deve principalmente a agéo proteolitica dalho
residual sobre a caseina do queijo (POMBO e LIM289). Silva et al. (2011) e
Costa Junior et al. (2009b) encontraram valoregaspectivamente, 12,28% e 9%
de %NS,y 4¢dNT para queijos artesanais da Canastra e Pintal.e(2011)
encontraram valores proximos de 12% para queifesamnais do Serro, todos com 8
dias de maturacéo.

No presente estudo, houve um aumento gradual do $HINSNT e do %NS
tca12d NT durante o periodo de maturacao para todos @goguFiguras 13 e 14).

O %NStca120/NT se deve a compostos caracteristicos como anidas
oligo-peptideos, aminas produzidos durante a mgioralos queijos (POMBO e
LIMA, 1989). Em outros estudos, foram encontradasdias de 4,66% (COSTA
JUNIOR et al., 2009b) e 9,47% (SILVA et al., 2081&)%NSrca120/NT para queijos
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artesanais da Canastra e aproximadamente 7% de oS /NT para queijos
artesanais do Serro (PINTO et al., 2011), também&alias de maturacao.
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Figura 14. Média da porcentagem de NS ¢NT dos queijos artesanais ao longo

dos 60 dias de maturagdo fabricados com diferesdasentracbes de
nisina.

Os resultados dos trabalhos supracitados demonsfu@rhé variagdo nos
indices de protedlise dos queijos de cada regi@mp@rar a maturacao dos queijos
artesanais de diferentes regides é dificil, poistem muitas fontes que modificam a
protedlise do queijo de maneira direta ou indiretano a microbiota acidificadora
de cada regido, a quantidade de pingo utilizadenidade diferente dos queijos, as
desigualdades nos teores de cloretos, as variagésmperaturas de maturacao e
umidade relativa do ar das camaras.

Em um estudo realizado por Chollet et al. (2008 ogueijo Emmental
adicionado de nisina, verificou-se que as enzimategliticas presentes no queijo
ndo foram capazes de hidrolisar a nisina e conségilente ndo diminuiram sua
capacidade antimicrobiana, no entanto, a nisina poiddir as bactérias laticas que

influenciam nos indices de maturacéo.
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4.3.3. Analises Microbiolbgicas

O resultado completo das contagens microbiologas queijos Minas
artesanais da regido de Araxa com diferentes ctnagées de nisina ao longo dos

60 dias de maturacéo esta apresentado na Tabela 14.

Tabela 14. Médias das contagens microbiolégicagjuiEijo Minas artesanal da
regido de Araxa fabricado com diferentes concedémge nisina ao
longo de 60 dias de maturacéo.

Maturacdo Nisina S. aureus l\'jl\grs%tf)illc())z Coltlgct);ges E. coli B|Z(t:;[§;§s
(dias) (UL.mL™Y) Log UFC.g" Log UFC.g Log UFC.g! Log UFC.g! Log UFC.g"
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 9,56 512 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 seréo discotigagns abaixo.

4.3.3.1. Contagens d8. aureuse bactérias laticas no leite e na massa

Foram analisadas amostras do leite e da massaldepmapriedade quanto a
contagem deS. aureuse bactérias laticas com o intuito de verificarcastagens
iniciais de cada um desses micro-organismos.

A Tabela 15 apresenta a média das contagerss. dareusno leite e na

massa, durante o processo de fabricacdo dos qaeigsanais.
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Tabela 15. Contagens meédiasSleaureuseem funcéo das diferentes doses de nisina
adicionadas no leite e na massa durante o procksdabricacdo dos
gueijos artesanais.

Micro-organismo Nisina (1U.mb) Leite Massa

Log UFC.mL*! Log UFC.g"
0 2,537 2,252
S. aureus 100 1,633 <1®
400 2,293 <1P

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difentra si (p> 0,05), pelo teste de Tukey em cada
coluna separadamente.

Neste estudo, como esperado, as contagens inilg&s aureuso leite ndo
foram diferentes estatisticamente ao nivel de 5%igtgficancia P > 0,05) para os
diferentes tratamentos. A igualdade dos resultailasesperada, pois se partiu do
mesmo leite para a fabricacdo dos queijos artesana diferentes concentracdes de
nisina.

A Lei 14.185 (MINAS GERAIS, 2002b), especifica papaeijos artesanais,
preconiza valores d8taphylococcus aureusenores iguais a 1QFC.mL* ou 2
Log UFC.mL* no leite cru destinado a fabricacdo de queijosn ®ase nos limites
exigidos por essa lei, conclui-se que o leite aado no presente estudo, destinado
para a fabricacéo dos queijos controle e de 408lUY(Tabela 15) estava fora dos
padrbes exigidos.

No entanto, os queijos artesanais de Araxa posqu@encial para obter
sucesso com a utilizacdo de nisina, pois as camsaigéciais deS. aureusno leite
foram inferiores a TOUFC.mL". Apenas a utilizac&o de nisina no leite ndo garant
gue 0s queijos artesanais sejam seguros. Parsspecorra, € necessario que a
contagem inicial d&. aureusno leite seja baixa e que se pratique as boasasate
fabricacdo, pois a eficacia da nisina depende ad@agem inicial (PINTO et al.,
2011).

Resultado semelhante ao do atual estudo foi eradtpor Borelli et al.
(2006), em que as contagensSleaureusno leite variaram de 2,0 a 4,9 Log UFC.
mL? na regido da Canastra, também produtora de quaifesanais. Contagens
iniciais acima de 4 ciclos logaritmicos foram encaatas por Pinto et al. (2011) no
leite utilizado para a fabricagdo de queijos naéeglo Serro. Rall et al. (2008)
encontrarant. aureuem 70,4% das amostras de leite cru de 5 fazendastddo

de Sé&o Paulo, com contagens acima deJELC.mL™.

59



Para analise da massa (Tabela 15), verificou-sdiatgeinibicdo de. aureus
na fabricacdo dos queijos adicionados de nisimggaiestambém comprova o potencial
de utilizacdo de nisina na inibicdo 8e aureusem queijos artesanais da regido de
Araxa. A coleta da massa foi feita no inicio dgatde enformagem e antes da salga
dos queijos.

Em um estudo na regido da Canastra, Borelli ef(24106) encontraram
contagens dé&. aureusna massa que variaram de 4,3 a 6,4 log UEQwgdias
superiores a dos queijos de Araxa.

A Tabela 16 mostra as contagens de bactériasdgp@en o leite e a massa
durante o processo de fabricagdo dos queijos agissa

Tabela 16. Contagens médias de bactérias laticasirggdo das diferentes doses de
nisina adicionadas no leite e na massa durant®cegso de fabricacéo
dos queijos artesanais.

. . - : Leite Massa
Micro-organismo Nisina (Ul.mt) Log UFC.mL* Log UFC.g"

0 1,937 4,300%

Bactérias laticas 100 2,070 3,013

400 2,890 2,433%

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difentra si (p> 0,05), pelo teste de Tukey em cada
coluna separadamente.

O objetivo da andlise de bactérias laticas ne feit verificar se as contagens
iniciais eram semelhantes, ja que se trabalhou@onesmo leite para as diferentes
fabricacbes dos queijos artesanais. Como espeaadontagem de bactérias laticas
foi igual estatisticamente ao nivel de 5% de sigaifcia P > 0,05) para o0s
diferentes tratamentos.

No caso da analise de bactérias laticas na masisalidade era verificar se
haveria inibicdo destas bactérias em funcdo da&iadie nisina no leite. Apesar da
tendéncia de reducdo das bactérias laticas em dudgdadicdo de nisina, as
contagens de bactérias laticas na massa foraniststahente iguais para todos os
tratamentos ao nivel de 5% de significancia. Addras laticas catalisam reacdes
bioquimicas que promovem sabor e textura carattegsdas inUmeras variedades
de queijo (McSWEENEY, 2004), portanto, neste estédibesejavel que a nisina nao

iniba o desenvolvimento de tais bactérias.
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4.3.3.2. Contagem d&. aureusdo queijo Minas Artesanal da regido de Araxa

A andlise de variancia demonstrou que as concéasagle nisina
influenciaram significativamente as contagenssdaureuslos queijos artesanaiB (
< 0,05) (Tabela 17), no entanto ndo houve efeitdetiapo P > 0,05) e nem da

interacao tempwersustratamentoR > 0,05) ao nivel de 5 % de significancia.

Tabela 17. Valores médios das contagenS.dmireupara os queijos com diferentes
concentracdes de nisina em todos os tempos deagatur

Nisina (IU.mL™) Log UFC.g*"
0 3,312
100 0"
400 0P

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difentna & (p> 0,05), pelo teste de Tukey.

Apesar da média das contagens dos queijos cordmiesentar um valor
aceitavel de 3,31 log UFC'gTabela 17), alguns queijos no inicio da maturagéo
atingiram valores de 2QUFC.g* o que demonstra a necessidade do uso de nisina
para fabricar os queijos desta regido.

Nos queijos em que foi adicionado 100 e 400 Ul'mle nisina ndo foi
detectada a presenca &e aureusao longo dos 60 dias de maturacdo, ou seja,
apresentaram contagens inferiores a 1 log UE@rg todas as anélises, ao longo do
tempo.

Este resultado evidencia a atividade bactericidanidamma em relacdo ao
desenvolvimento dé&. aureus mesmo utilizando baixas concentracdes de nisina,
como 100 UL.mL:. Este resultado difere de Pinto et al. (2011), era a nisina
reduziu as contagens & aureusmas nao inibiu o totalmente o desenvolvimento
destes, como ocorreu nos queijos artesanais dedAllat fato pode ser explicado
devido as estirpes d8. aureuda regido de Araxa serem mais sensiveis a nisina s
comparadas as dos queijos artesanais da regidcemo, 8omo comprovado nos
testedn vitro dos respectivos estudos.

A Figura 14 demonstra a evolucdo da contager8.dmireugara 0s queijos
controle, ou seja, sem adicado de nisina, do presestudo. Nota-se que 0 queijo
controle chegou a atingir médias de aproximadanteihtg UFC.mL* de S. aureus

valor superior ao exigido por Lei (as contagensedeser menores que 3,7 log

61



UFC.g% (MINAS GERAIS, 2008), 0 que comprova a hecessidaol uso de nisina
como um agente antimicrobiano. Resultados semebadra estudos com queijos
artesanais foram encontrados por Borelli et al0o§20ou seja, contagens acima de

5,0 log UFC.d deS. aureusos queijos artesanais da regido da Canastra.

6,000 -

S.aureus =-0,054 Dias + 4,769
5,000 1 o R2=0,771

4,000 -
3,000 - o

2,000 -

S. aureus {log UFC.g1)

1,000 -

0,000 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Maturacao {dias)

Figura 14. Evolugcdo da contagem 8e aureusem funcdao do tempo para queijo
Minas artesanal da regido de Araxa fabricado sadig@o de nisina.

A producdo de toxinas necessérias para ocasionatoaicacdo ocorre
quando se atinge contagens dé 40LG micro-organismos por grama do alimento
(SILVA e GOMES, 2001; BORGES et al., 2008). No prés estudo, nos tempos 3
e 7 dias de maturacao, para contagens do queijot®rse atingiu valores préximos
de 10, o que indica a potencial presenca de enterotsxmuaficientes para causar
uma intoxicacdo e também indicando a necessidadealde nisina.

Borelli et al. (2006) encontraram contagens $e aureusnos queijos
artesanais com cinco dias de fabricacéo que varia 2,0 a 6,3 log UFC’gna
regido da Canastra. Em um estudo realizado conjogu@ias frescal produzido em
Uberlandia-MG, Komatsu et al. (2010) reportaram @8% das 50 amostras
avaliadas estavam contaminadas @&raureusapresentando médias superiores?a 10
UFC.g". Estes estudos comprovam que os queijos podemurserisco para
intoxicagao pofS. aureusassim como 0s queijos controle do presente egulhve-
se procurar alternativas para combater este prablem
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4.3.3.3. Deteccgao de genes que codificam para agugdo de enterotoxinas dé.
aureus

A presenca do gerfemA (que identificaS. aureuse a presenca dos genes
que codificam para a producdo de enterotoxirses,(seb, sec, seel seg em
linhagens deS. aureusisoladas dos queijos foi analisada e os resultadtdo
demonstrados na Tabela 18. Apenas o0s queijos t®rfitn@m analisados, pois nédo

houve multiplicacdo d8.aureusnos queijos adicionados de nisina.

Tabela 18. Presenca do geieenAe dos genes que codificam para a producdo de
enterotoxinasgea, seb, sec, sedeg em linhagens d8. aureussoladas
dos queijos artesanais da regiao de Araxa por PCR.

Identificacdo Presenca dos genes*

da cultura fem A sea seb sec sed see
Al + + - + i
A2
A3
A4
A5
B2
B3
B4
B5
Cl1
cz2
C3
C4
C5 +

+ + 4+ + 4+ 4+ 4+ + + 4+ + 4+
1
1
+ + +

+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + o+
1
1
1

1

1

1
+ o+ o+

* - nao detectado; + detectado.

O genefemA codifica um fator essencial para a resisténciaeticitina e é
universalmente presente em todos os isoladoS.daureus Por este motivasua
presenca é utilizada para identificacdo deste nuoganismo (MEHROTRA et al.,
2000) Na Tabela 18 verificou-se que todos os isoladoslkidos da terceira etapa
erams. aureuspois possuiam o gefemA

Na Figura 15, observa-se a presenca de banda faspgera o genéemA
nos isolados d8. aureusA presenca do gene € reconhecida pelo nimerords ga

bases (pb) que compdem o gene. Dessa forma, obs®\apresenca de 125 pb que
€ caracteristico parafemA.
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Figura 15 — Eletroforese dos produtos de amplifioasle DNA deS. aureussolados
do queijo Minas artesanal da regido de Araxa. #istamarcador. Pista
1. controles positivo$emA (132 pb) esea(544 pb). Pista 2: controles
positivosfemA(132 pb) e seb(416 pb) Pista3: controles positivolemA
(132 pb) e sec(257 pb) Pista 4: controles positivdemA(132 pb) e see
(170 pb) Pista 5: amostra Al - positiva pademA132 pb) e sea(544
pb). Pista 6: amostra C2 - positiva pdeanA (132 pb) esea(544 pb)
Pista 7: amostra 1A (isolada na primeira etapasitipa paraemA(132
pb) e seb(416 pb) Pista 8: amostra A2 - positiva pdeanA(132 pb) e
sec(257 pb) Pista 9: amostra C3 - positiva pdeanA (132 pb) e sec
(257 pb) Pista 10: amostra B2 - positiva p&eaA (132 pb) e see(170
pb). Pista 11: amostra B5 - positiva péeanA(132 pb) e see(170 pb)
As identificacdo das culturas s&o as mesmas ddal aBecom excegao
da pista 7, pois foi usado material isolado da enienetapa do projeto.

Os genes mais frequentes nos isoladoS.cmureudoram osea(92,9%) e o
see(78,6%), enquanto os genssbe sedndo foram positivos em nenhum d®s

aureusisolados dos queijos artesanais de Araxa (Figbya 1
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JemA 100%

see 78.60%
BFemA

Hsea
B seb
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W sed

Osee

Figura 16. Porcentagem de ocorréncia do deneé\e de genesea, seb, sec, sed
see em linhagens d&. aureusisoladas de queijo Minas artesanal da
regido de Araxa.

Em estudo realizado em queijo artesanais da rejgiddanastra (BORELLI et
al., 2011) nao foi encontrado a presenca de gamesagificam para a producgéo de

enterotoxinasea, seb, seesed resultados que diferem do presente estudo.

4.3.3.4. Deteccao de enterotoxinas & aureus

A deteccao de enterotoxinas foi realizada em gsi@mm contagens de.
aureusacima de 1OUFC.mL*. Apenas os queijos controle foram analisados, @®is
queijos com 100 Ul.mt e 400 UL.mL! de nisina apresentam contagens < 10 UFC.

g™. O resultado pode ser demonstrado na Tabela 19.
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Tabela 19. Contagens d8&. aureus periodo de maturacdo e presenca de
enterotoxinas nos queijos artesanais das 3 pr@uesdselecionadas (A,

B, C).

Produtor i - enterotoring
A 3 2,8x16 negativo
A 7 5,3 x 16 negativo
A 14 1,2x 18 negativo
A 30 43x10 negativo
B 3 3,2x106 negativo
B 7 8,1x16 negativo
B 14 1,6 x 16 negativo
B 30 58x 16 negativo
B 45 3,5x16 negativo
B 60 42x16 negativo
C 3 2,1x16 negativo
C 7 8,0x 16 negativo

De acordo com a Tabela 19, verifica-se que naerfoontrada a presenca de
enterotoxinas nos queijos artesanais da regiaaaedA

Borelli et al. (2011) n&o encontraram a presengaedgerotoxinas SEA, SEB,
SEC e SED em queijos artesanais da regidao da Canaktrante 45 dias de
maturacao.

Araujo et al. (2004) também n&o encontraram a pgasde enterotoxinas nas
amostras de queijo artesanais de Araxa analisagasar da elevada contagenSde
aureus (21,62% dos queijos acima de°10FC.g%). Resultado semelhante foi
encontrado por Pinto et. al. (2004) em queijossartais produzidos na regidao do
Serro em que 21% das amostras apresentaram contegee 18- 10 UFC.gt e
nao foi detectada a presenca de enterotoxina.

Borelli et al. (2006) encontraram as enterotoxiBg#, SEB, SEC e SED em
um “pool’ de S. aureussolados de queijos artesanais da regido da Ganashdo as

enterotoxinas SEB e SEC as mais frequentes.

4.3.3.5. Demais analises microbiolégicas

O logaritmo da contagem de aerdbios mesofilosfaraties totais e bactérias

laticas apresentaram uma curva normal de dist@buige acordo com o teste Ryan-
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Joiner. Portanto, para estes resultados, adotauaselise de variancia e o teste de
Tukey para comparac¢ao entre as médias (ambos s@indeé 5% de probabilidade).

No entanto, o logaritmo da contagem He coli do presente trabalho
apresentou uma curva nao-normal de distribuicaara este resultado, adotou-se a
estatistica ndo paramétrica por meio do teste dek&f-Wallis e o teste de Tukey
para comparacao entre as médias (ambos com névgtoedle probabilidade).

4.3.3.5.1. Contagem de micro-organismos aerébios sddilos

Houve efeito significativo das concentragcdes denaigTabela 20) e do
tempo em relacdo a contagem total de aerobios iuss@ < 0,05), mas ndo houve

efeito significativo da interacédo tempo e das catregbes nisinaA> 0,05).

Tabela 20. Contagem de aerébios mesofilos em futgéaliferentes doses de nisina
para todos os tempos de maturacdo dos queijosiaaies

Nisina (Ul.mL%) Média Log UFC.¢
0 9,00%
Aerdbios mesdfilos 100 8,8
400 8,59

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difentra si (p> 0,05), pelo teste de Tukey em cada
coluna separadamente.

Quanto maior foi a dose de nisina utilizada, mdooa contagem de aerébios
mesofilos (Tabela 20), indicando que a nisina ingste grupo de micro-organismo.
A nisina tem efeito bactericida no grupo de baatéfram-positivas, sendo assim
este efeito inibitério pode ter influenciado na tagens de aerdbios mesofilos de
uma maneira geral.

Em um estudo realizado por Pinto et al. (2009b)cgemijos artesanais do
Serro com sete dias de maturacdo, em queijariasidevadas adequadas e nao
adequadas, observou que a média das contagenssdéloseaerobios situaram-se
entre 8,25 e 8,37 Log UFC'gvalores préximos ao do presente estudo.

Neste estudo (Pinto et al., 2009b), verificou-se @ucontagem total de
mesofilos ndo é fator relevante para se avaliateg@acédo da producdo de queijos
artesanais do Serro baseado na salubridade daarpieipresenca de animais

domeésticos e habitos higiénicos do queijeiro.
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A Tabela 21 mostra a equacdo da evolucdo das gmrgade aerdbios
mesodfilos de acordo com as diferentes doses deandsi longo da maturacéo. O r
baixo é explicado devido a dispersdo dos dadosaleiet cada nivel, no entanto
verifica-se que ha uma tendéncia de comportamestifigada pela significancia dos

coeficientes de regresséao.

Tabela 21. Equacdo do comportamento de aerObiogfilnesnos queijos com
diferentes doses de nisina ao longo da maturacao.

Micro-organismos Equacao* r

Aerobios mesdfilos y =9,34 - 0,00195x — 0,0142Z%,000038xz 26,0

* a variavel x é a concentragéo de nisina (IUXn& a variavel z € o tempo de maturagao.

4.3.3.5.2. Contagem de coliformes totais

Houve efeito significativo das concentracdes daais do tempo em relacdo
a contagem de coliformes totaBB € 0,05), mas ndo houve efeito significativo da
interacéo entre tempo e concentracdes de niBiraD(05).

A Tabela 22 apresenta os valores meédios da contageooliformes totais
para os diferentes tratamentos do queijo Minassamtd, para todos os tempos

avaliados, demonstrando o efeito da nisina.

Tabela 22. Contagem de coliformes totais em fumig&odiferentes doses de nisina
para todos os tempos de maturacdo dos queijogaaiss

Nisina (IU.mL™) Média Log UFC.g¢
0 4,69°
100 5,68"
400 7,312

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difentra si (p> 0,05), pelo teste de Tukey em cada
coluna separadamente.

Apesar das doses de nisina inibirem a multiplicalE8. aureushos queijos,
nota-se que quando maior a concentracdo de nisi@@or € a contagem de
coliformes totais (Tabela 22).

Este fato pode ter ocorrido devido ao efeito bautkxr da nisina sobre
bactérias que competem pelo mesmo substrato comupmo gcoliformes totais,
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favorecendo consequentemente sua multiplicacaqugdos coliformes totais sédo
bacilos Gram-negativos e ndo séo inibidos pela dgosina.

Portanto, o uso de nisina ndo garante a qualidadgi€ijo, faz-se necessario
manter as condi¢des de higiene e Boas Praticasbnadcdo e também na obtencéo
do leite. A presenca de coliformes indica a qudkdhigiénico-sanitaria deficiente
do produto.

De acordo com o Decreto 44.864 de 08 de agostO@e @MINAS GERAIS,
2008), o limite maximo de coliformes totais perduotiem queijos artesanais € de 4
Log UFC.g", demonstrando que a média dos queijos artesamaisanta (Tabela 22)
com e sem 0 uso de nisina estdo inadequadas efAaedacontagem de coliformes
totais.

Em um estudo com queijo Minas artesanal frescedi@o do Serro (FARIA
et al.,, 2002) 21 % dos queijos analisados apresentaontagens de coliformes
totais acima de 4 log coliformed.gsendo que em 50% destas amostras a contagem
foi reduzida para menos que*®m a maturacgéo do queijo por 30 dias a 12 °C.

Pinto et al. (2009b) encontraram valores de mém#o3,6 a 5,47 log UFCYy
de coliformes totais em queijarias consideradagjabas e inadequadas, tomando
como base a salubridade da queijaria, a presengamid®is domésticos e hébitos
higiénicos do queijeiro. Estes valores séo infesao do presente estudo, em que a
média das contagens de coliformes totais dos quaifjesanais de Araxa com 7 dias
de maturacéo foi de 6,73 log UFC.g

Araujo et al. (2004) encontraram contagens decblformes.g em 48,65%
das amostras de queijos artesanais de Araxa el316gg" em 37,84% das amostras
analisas paré&. coli, enquanto Borelli et al. (2006) encontraram costagde
coliformes totais nos queijos artesanais com cthas de fabricacdo que variaram de
240 a 11000 NMP:jna regido da Canastra.

Comparando-se o0s resultados obtidos por esses igmdones, pode-se
verificar que existe uma discrepancia em relagdesenca dos coliformes totais nas
amostras estudadas, demonstrando que as condigi@@sdo-sanitarias podem ser
diferentes para cada estabelecimento produtor.

A equacgéo do comportamento de coliformes totaifwegao das diferentes

concentracdes de nisina ao longo do tempo podebservada na Tabela 23.
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Tabela 23. Equacdo do comportamento de coliforneégist nos queijos com
diferentes doses de nisina ao longo da maturacao.

Micro-organismos Equacao* 2y

Coliformes totais y = 6,05 + 0,00629x — 0,0455z 469,

* a variavel x corresponde & concentracdo de nigihanL™) e a variavel z corresponde ao tempo de
maturacéo.

De acordo com analise de variancia, 0s queijossamts demonstraram
tendéncia ao decréscimo ao longo do tempo de ngaturaomo pode ser visto na
equacao da Tabela 23, pois nota-se coeficienteesmondente ao tempo de
maturagao € negativo e o inverso ocorre em relagixse de nisina.

A Figura 16 mostra o comportamento de coliformegisonos queijos

artesanais com diferentes concentracdes de nisgasiealamente ao longo do tempo.

Coliformes totais (400 Ul}=-0,044 x+ 8,482
8 - R2=0,949
w 7 | =
O T
i D
-] 6 - o e
Eﬂ = - —_—— T L ‘
:‘; 5 7 . -~ - - T
2 = - - - e |
8 4 i — - - e
i Coliformes totais (0 Ul} =-0,046 x+ 5,917 « T=~a o -
£ 3 - R2=0,877 -
S
= 2 +« 0ULmL-1
8 Coliformes totais (100 Ul)=-0,046 x+ 6,894
1 - R2=0,945 = 100 UlLmL-1
0 + 400 UlLmL-1
0 10 20 30 40 50 60

Maturacdo (dias)

Figura 16. Contagem de coliformes totais dos gsejtesanais ao longo dos 60 dias
de maturacao fabricados com diferentes concengaddeisina: (---) 0;
(...) 100 UL.mL: e (__) 400 UL.mL.

A Figura 16 demonstra que had uma tendéncia aesigoro de coliformes
totais em funcdo do tempo e também que quanto néai@rdosagem de nisina
utilizada, maior € contagem. A diferenca média @antagem de coliformes dos
queijos controle ao longo da maturacao foi de Beizlos logaritmicos para queijos
com 100 Ul.mL* e 400 Ul.mL respectivamente.
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4.3.3.5.3. Contagem dE&. coli

Houve efeito significativo das concentracbes deai§> < 0,05) em relacéo
a contagem d&. colinos queijos artesanais com diferentes concentrai@essina

(Tabela 24), mas ndo houve efeito em relacéo apael® maturacad’(> 0,05).

Tabela 24. Contagem de coli em fungéo das diferentes doses de nisina para todo
os tempos de maturacdo dos queijos artesanais.

Nisina (Ul.mL™) Média log UFC.¢
0 2,37°
100 2,75°
400 5,50%

* Médias seguidas pelas mesmas letras nédo difentra si (p> 0,05), pelo teste de Tukey em cada
coluna separadamente.

De acordo com a Tabela 24, verifica-se que ndo énadiferenca nas
contagens d&. coli nos queijos com 0 e 100 UL.ALno entanto a contagem dos
queijos com 400 Ul.mt foi superior as demais. A mesma justificativa prraaior
contagem de coliformes pode ser utilizada pard#igesta maior contagem de. coli
nos queijos com 400 Ul.mLde nisina. A nisina pode ter efeito bactericida em
bactérias Gram-positivas que competem pelo mesistrato com o grup&. coli,
favorecendo conseqientemente sua multiplicac@pug&E. coli € Gram-negativa e
nao é inibida pela acdo da nisina.

A Figura 17 demonstra que os queijos com concgigsde 400 Ul.mk
apresentam tendéncia quadratica de comportamentongo do tempo, enquanto
para 0 e 100 Ul.mL existe uma tendéncia linear. No entanto, de acomin a
analise ndo parameétrica de Kruskal-Wallis, ndofhdocesignificativo £ > 0,05) de

tempo no desenvolvimento &e coli.
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Figura 17. Contagem dE. coli dos queijos artesanais ao longo dos 60 dias de
maturacao fabricados com diferentes concentracéenigina: (---) O;
(...) 100 UL.mL*: e (__ ) 400 UL.mL.

Como ambas as dosagens de nisina de 400 Ul.entt00 Ul.mL* foram
eficientes para inibis. aureusgonclui-se que é recomendado utilizar 100 UI'mL
em queijos artesanais da regido de Araxa para masteontagens dE. coli

semelhantes as do queijo controle.

4.3.3.5.4. Contagem de bactérias laticas

N&o houve efeito significativo das concentracdesiidaa, do tempo e da
interacdo do tempo e concentracdes de nisina eapaela contagem de bactérias

laticas P > 0,05) nos queijos artesanais.

Tabela 25. Contagem de bactérias laticas em fuda@diferentes doses de nisina
durante o processo de fabricagdo dos queijos agissa

Nisina (IU.mL™) Média Log UFC.g
0 8,052
100 8,032
400 8,282

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difentra si (p> 0,05), pelo teste de Tukey em cada
coluna separadamente.
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Este resultado (Tabela 25) pode ser consideradsfagétio, pois significa
que ndo houve efeito bactericida da nisina em &delags bactérias laticas, que
influenciam positivamente na protedlise do queijo censequentemente nas
caracteristicas de textura e sabor dos queijosaardes da regido de Araxa. A
microbiota especifica local é responsavel pelaactaristicas do queijo artesanal de
cada regiao e por isso deve ser mantida.

A evolucéo das médias das contagens de bactéisslao longo do periodo

de maturacéo esta apresentado na Figura 18.
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Figura 18. Média das contagens de bactérias |afiRak) dos queijos artesanais ao
longo dos 60 dias de maturacao fabricados cometiifes concentracdes
de nisina.

Em um estudo realizado por Kykkidou et al. (204d),comprovado que
diferentes concentracdes de nisina (0, 50 e 15@Jafetaram a contagem de
lactococos somente apés 14 dias de maturacao apieno acido macio (Galotyri)
sob refrigeracdo a 4°C. ApoOs 14 dias, quanto neidose de nisina, menor foi a
populacdo de lactococos. Ja a populacdo de ladimbatecresceu até 21 dias de
maturacdo e apos esta data a populacdo aumentwdp sgie quanto maior a
concentracdo de nisina, menor a populacédo de katob. Este resultado diverge do
presente estudo, pois por se tratar de um queijo &Galotyri), esta acidez pode ter
auxiliado positivamente no efeito bactericida dain@ nas bactérias laticas do

queijo, 0 que ndo ocorreu nNos queijos artesanafsaba.
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Durante o periodo de maturacdo, 0s queijos artssad@senvolvem
caracteristicas tipicas de cada regido devido ipaimente & microbiota especifica
do leite cru e do pingo. Um queijo fabricado coiteleru tende a desenvolver um
sabor caracteristico se comparado ao queijo de pesteurizado (BACHMANN et.
al., 1996).

As bactérias laticas tém a funcdo de produzir ddtico a partir da lactose e
causar mudancas bioquimicas no queijo por meio W €nzimas durante a
maturacdo, determinando as caracteristicas de sabamoma dos queijos. As
bactérias laticas sdo chamadas de culturas prignédaniciadoras, pois iniciam a
producéo de acido latico a partir da lactose (FOH,e2004).

4.3.4. Efeito in loco da nisina sobre o perfil de textura do queijo Mina

Artesanal da regido de Araxa

A analise do perfil de textura é uma importanterafmenta para a
caracterizacdo do queijo. No caso dos queijosartes, esta analise pode contribuir
para a reivindicacdo do selo de “designacédo deemrigrotegida’ que valoriza o
produto e tradicdo do local onde é produzido (PINT@I., 2011).

O resultado completo das andlises do perfil deutaxtios queijos Minas
artesanais da regido de Araxa com diferentes ctnagées de nisina ao longo dos

60 dias de maturacéo esta apresentado na Tabela 26.
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Tabela 26. Analise do perfil de textura do queijm&s Artesanal da regido de Araxa
fabricado com diferentes concentragdes de nisirantia maturagao.

Maturacdo Nisina Firmeza |'atura- Mastiga-  Coesi- Gomo- Elasti-
(dias) ULmLY (N) bilidade bilidade vidade sidade Cidade
(N) (N) (taxa) (N) (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 trabafitesentaram uma curva
ndo-normal de distribuicdo, portanto, para esssslteglos, adotou-se a estatistica
nao paramétrica por meio do teste de Kruskal-Wallignivel de 5% de
probabilidade).

4.3.4.1. Coesividade

A coesividade € a forca dos lacos internos que éempo corpo do produto.
Corresponde a area da segunda mordida sobre dapraneira mordida no grafico
TPA (FOX et al., 2000). Para a variavel coesivijaolegeste de Kruskal-Wallis
indicou diferenca estatisticamente significativd X 0,05) para os tratamentos
(Tabela 27), no entanto ndo houve efeito do terRpo@,05).
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Tabela 27. Valores médios de coesividade para asjogu com diferentes
concentracdes de nisina em todos os tempos deagatur

Nisina (IU.mL™) Coesividade*
0 0,665°
100 0,681°
400 0,826

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difenéma & (p> 0,05), pelo teste de Tukey.

O queijo com concentracdo de 400 Ul frde nisina alcancou maior valor de
coesividade se comparados ao controle e 100 Ul fhabela 27). Os queijos com
400 Ul.mL* de nisina, também foram os que alcancaram maiaeses de pH
(Tabela 12), se comparados aos demais. O pH podeflteenciado a coesividade
dos queijos. Com o pH mais alto, acredita-se queqosijos estdo mais
mineralizados, com maior quantidade de calcio bgadaseina (FOX et al., 2004) e
portanto, 0 queijo possui consisténcia menos gde@acom maior coesividade se

comparados aos queijos com pH mais baixo.

4.3.4.2. Firmeza, fraturabilidade, mastigabilidadee gomosidade

Neste estudo, a firmeza, a fraturabilidade, a malstidade e a gomosidade
apresentaram comportamento semelhante, por issm fagrupados no mesmo item.

A firmeza é forca necessaria para a deformacadimerao; a fraturabilidade
€ tendéncia dos queijos duros a romper; a gomasidaal energia necessaria para
desintegrar um alimento semi-sélido, ou seja, touma pedaco de queijo, para um
estado pronto para engolir (FOX et al., 2002).

A mastigabilidade é o esforco necessario para gaknmento solido esteja
pronto para ser deglutido e resulta do produtceegiimosidade e elasticidade (FOX
et al., 2002).

N&o houve efeito significativo das concentracdesnidena em relacdo a
firmeza, fraturabilidade, mastigabilidade e gomad&l dos queijosP(> 0,05), mas
houve efeito nos tempos de maturagde 0,05) (Figura 19).

No presente estudo a firmeza, a fraturabilidade,gamosidade e
mastigabilidade dos queijos aumentaram até os d$ dié maturagcdo (figura 19)
devido provavelmente a perda de umidade por evepora também a intensa

protedlise do queijo. Este fato contribuiu paracecentracdo dos constituintes
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Figura 19. Meédia da firmeza (a), fraturabilidade), (lmastigabilidade (c) e
gomosidade (d) dos queijos artesanais ao long6é@asas de maturacéo
fabricados com diferentes concentracfes de nisina.

Resultados semelhantes ao do presente trabalho fareontrados por Pinto
et al. (2011) em queijos artesanais do Serro, dteredtes concentracdes de nisina.

Em um estudo com queijo Castelmagno (BERTOLINO Igt2911), um
gueijo italiano fabricado com leite cru de vacéirmeza aumentou até os 30 dias de
maturacdo e se manteve constante até os 60 deagpjaosidade e a mastigabilidade
aumentou até os 60 dias de maturacao.

Awad (2006) verificou que a firmeza e a mastigdailie do queijo Ras, um
queijo egipcio, aumentou nos primeiros 60 diamdairacao e este fato ocorreu em
funcao da reducéo de umidade com o tempo.
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4.3.4.3. Elasticidade

A elasticidade é tendéncia do queijo a recuperar fewma original e
dimensdes apds a remocao de uma tensao aplicadagtFa., 2002). Houve efeito
significativo do tempo e dos tratamentd® £ 0,05) em relacdo a variavel

elasticidade nos gueijos artesanais de Araxa.

Tabela 28. Valores médios de elasticidade para wsijog com diferentes
concentracdes de nisina.

Nisina (IU.mL™) Elasticidade*
0 5,683°
100 5,935%
400 6,892

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difentna & (p> 0,05), pelo teste de Tukey.

Houve uma tendéncia de aumento da elasticidadguimps de acordo com
0 aumento da concentracdo de nisina (Tabela 28).

A elasticidade dos queijos artesanais com e semaniminuiu até 45 dias
de maturacdo como pode ser visualizado na FigureR26ultado semelhante foi
encontrado por O’Mahony et al. (2005) em um estuaio queijo Cheddar. Sabe-se
que a perda de umidade dos queijos e 0 enfraquettirda matriz protéica devido a
protedlise influenciam nas caracteristicas reob®ido queijo (FOX et al., 2000) e
podem ter contribuido para a perda de elasticidadequeijos artesanais até 45 dias
de maturacdo. Os queijos com menor concentrac@isoia também foram os com
menores valores de pH (Tabela 10). Queijos maisloacitendem ser mais
quebradicos e desmineralizados (FOX et al.,, 2004prsequentemente menos

elasticos.
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Figura 20. Elasticidade dos queijos artesanaisoagol dos 60 dias de maturacao
fabricados com diferentes concentracdes de nisiga:) 0; (....) 100
Ul.mL™ e (__ ) 400 Ul.mL.

Resultado contrario ao do presente estudo foi éramm por Pinto et al.
(2011) em queijos artesanais do Serro com difesecdacentracdes de nisina, em
que houve aumento da elasticidade com o decornmatiaracao.

No queijo do Serro com nisina (PINTO et al., 20hbuve reducdo das
bactérias laticas em funcéo das doses de nisicégoaddas, o que ndo ocorreu em
Araxa, onde as bactérias laticas foram mais resegea nisina. Sendo assim, a
protedlise dos queijos do Serro com nisina ocompeuncipalmente funcdo do
coagulante residual e com menores valores de%N%/NS (que em excesso pode
diminuir a elasticidade do queijo). Este fato pedplicar a menor elasticidade dos

queijos do Serro com nisina se comparados aosogusj Araxa.

4.3.5. Efeito da nisina sobre a cor do queijo Minaartesanal da regido de Araxa

A analise da cor foi feita por meio de um colorimmeZolor Quest Il, marca
Hunterlab. A determinacao foi baseada no sistemeod€IE Lab (L*a*b*). Neste
sistema, L* indica a luminosidade que varia de £preto) a 100 (branco); enquanto
gue a* e b* representam as coordenadas de crodatei sendo que valores de a*
positivos indicam tendéncia ao vermelho e valoea'dnegativos tendéncia para o

verde; b* positivos indicam tendéncia para o anoarelb* negativos indicam
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tendéncia para o azul. A cor dos queijos analisédasombinacdo dos parametros
a* e b* e do fator luminosidade (L*).

Os dados do perfil da cor do presente trabalhcsaptaram uma curva nao-
normal de distribuicdo, portanto, para esses wbodt adotou-se a estatistica ndo
paramétrica por meio do teste de Kruskal-Wallisrghde 5% de probabilidade).

Para melhor compreenséo dos resultados trataddapela 29 apresenta
valores obtidos para a variavel L* e para as cowdas cromaticas a* e b* da

analise de cor dos queijos artesanais nos diferéenepos e tratamentos.

Tabela 29. Valores obtidos para a variavel L* eaps coordenadas cromaticas a* e
b* da avaliagdo da cor dos queijos artesanais cadfaredtes
concentracdes de nisina

Maturacéo

, Nisina (IU.mLY) L* a* b*
(dias)

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*)

N&o houve efeito significativo das concentracéesndega em relacdo a
luminosidade dos queijos (L*P& 0,05), mas houve efeito nos tempos de maturagéo

(P < 0,05). A evolugdo da luminosidade dos queijod ésmonstrada na Figura 21.
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Figura 21. Média da luminosidade (L*) dos queijosanais ao longo dos 60 dias
de maturacédo fabricados com diferentes concensai@aisina.
Pinto et al. (2011) ndo encontraram diferenca Bggtiva para queijos
artesanais do Serro com e sem nisina, mas hougeega em relacdo ao tempo,

resultado semelhante ao do presente estudo.

4.3.5.2. Coordenada cromatica a*

O comportamento da coordenada cromatica a* dogoguartesanais com
diferentes concentragdes nisina ao longo dos 63 die maturacdo estao
demonstrados na Figura 22. Houve efeito significatias concentracdes de nisina e
do tempo de maturacdo em relacdo a coordenada terana@ dos queijosR <
0,05).
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Figura 22. Coordenada cromatica a* da avaliacdoodalos queijos artesanais ao
longo dos 60 dias de maturacao fabricados cometiifes concentracdes
de nisina: (---) 0; (....) 100 Ul.mt. e (__ ) 400 UL.mL.

Pela analise grafica (Figura 22), verifica-se quedeito da nisina nos queijos
€ minimo e que os queijos ficaram menos vermelt®sB@ dias de maturacdo. A
partir de 30 dias todos os queijos ficaram maisnednos, sendo 0 queijo controle,
aguele que atingiu maior valor desta coordenadaatioa, comparados aos queijos
com 100 e 400 UI. mL de nisina.

Em estudo realizado em queijos artesanais coman(§IiiNTO et al., 2011)
foi observado que as diferentes concentracdessilearmao alteraram a coordenada
cromética a* dos queijos, mas houve alteracdo agolalo tempo. Neste mesmo
trabalho, a cor vermelha dos queijos aumentou gvamaente ao longo do tempo,

diferindo do presente trabalho.

4.3.5.3. Coordenada cromatica b*

Pela andlise de variancia ndo houve efeito sigtifio das concentracdes de
nisina em relacdo a coordenada cromatica b* dogogu®*) (P > 0,05), mas houve
efeito nos tempos de maturacdd< 0,05). A evolucdo da cor amarela dos queijos,

representada pela coordenada cromética b*, estardsrada na Figura 23.
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Figura 23. Média dos valores da coordenada croméaticna avaliacdo da cor dos
queijos artesanais ao longo dos 60 dias de maturiadicados com
diferentes concentragdes de nisina.

Pela Figura 23, nota-se um aumento da cor amardaqdeijos com o
decorrer da maturacéo. Tal fato pode ocorrer deaidoncentracdo dos constituintes
sélidos ao longo do tempo, devido a perda de agupudijo por evaporacéao.

Pinto et al. (2011) nd&o encontraram diferenca rademada cromatica b*
para queijos artesanais do Serro com diferenteseotracoes de nisina, no entanto
verificaram que a cor amarela dos queijos se iiftemscom o decorrer da

maturacao, resultados semelhantes ao do presénde.es
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5. CONCLUSAO

Nas condi¢cdes empregadas neste experimento, aggicde ambas as doses
de nisina escolhidas (100 Ul.MLe 400 Ul.mLY) para a fabricacdo de queijos
artesanais da regido de Araxa foi eficiente nag&ouweS. aureusao longo do
periodo de 60 dias de maturacdo. As contagens forfemores a 10 UFCem
todos os queijos com nisina ao longo de todos mpde de analise. Este resultado
corrobora a atividade bactericida da nisina em¢égaao desenvolvimento &
aureus mesmo utilizando baixas concentracées de nisimocl00 Ul.mL™.

Estes resultados diferem dos apresentados por (PIMfTal., 2011) em
queijos artesanais do Serro, trabalho utilizado cdrase para o presente estudo.
Pinto et al. (2011) encontrou efeito bactericidatS. aureusomente nas doses de
400 e 500 Ul.m* demonstrando que a populacdoSi@ureusia regido do Serro é
mais resistente a nisina se comparado a da regiddrakd. Comparando-se 0s
resultados dos dois trabalhos, € notéria a evidédeique a nisina exerceu efeito
diferenciado em ambas as populacéessSdaureugdo Serro e Araxa) e que cada
regido deve ser estudada separadamente.

No presente estudo, a aplicacdo de nisina favoracewltiplicacéo de outros
grupos de bactérias indesejaveis, como 0 grupo ado@nes Totais eE. coli
Quanto maior a dose de nisina utilizada, maiorafanultiplicacdo destes micro-
organismos. A dose de 400 Ul.thfavoreceu a multiplicacdo d& coli nos queijos
artesanais, no entanto, para a dose 100 Ul,nals contagens dE. coli foram
semelhantes a do queijo controle. Este fato podeoderrido devido ao efeito
bactericida da nisina sobre bactérias que compeim mesmo substrato com o
grupo de coliformes totais €. coli, favorecendo conseqientemente sua
multiplicacdo nos queijos com nisina. Portanto,rapa aplicacdo de nisina em
queijos artesanais, é necessario que as condigdbgigne sejam mantidas ou até
mesmo melhoradas, reduzindo a possibilidade de oyiids grupos de micro-
organismos indesejaveis sejam favorecidos nosagueij

N&do foram encontradas enterotoxinas estafilocécipesformadas nos
gueijos artesanais, no entanto, em todas as estigi® aureussoladas dos queijos,
se detectou algum gene que codifica para algunesc@oxina, sendo 0s gengsae
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0 seeos mais frequentes. Isto demonstra que 0s quaijesanais de Araxa possuem
potencial para causar intoxicagcdo oraureuse por isso, alguma medida deve ser
tomada para o controle dos mesmos em queijos agissa&omo 0 uso de nisina,
controle da mastite e a aplicacdo das Boas Prate&abricacao.

A nisina néo influenciou o desenvolvimento de bdasélaticas e os indices
de protedlise dos queijos, apresentando resultseioelhantes ao queijo controle,
este fato pode ser considerado um resultado posigste estudo. Nas caracteristicas
fisico-quimicas, a nisina influenciou apenas o aldmidade e a gordura dos queijos,
no entanto, essas diferencas, apesar de signiisatndo foram tao expressivas,
levando em consideracdo que j4 existe grande @aring composi¢cdo de queijos
artesanais entre os proprios produtores e na®difs regides caracterizadas.

Na textura dos queijos apenas a coesividade estcalade do queijo foram
influenciadas pela dose 400 Ul.fhlde nisina. Na cor, a variacdo dos queijos
artesanais com nisina foi minima, o que demonspasaibilidade de aplicacdo de
nisina nos queijos artesanais da regido de Araxa.

A conclus&o final deste estudo é que a dose d&JLBL™ é a mais indicada
para a utilizacdo em queijos Minas artesanais @xaArpois possui 0 mesmo efeito
bactericida da dose de 400 Ul.ihtontraS. aureuse ainda mantém o queijo com
menores contagens de coliformes totdis eolie com caracteristicas mais proximas
do queijo artesanal da regido de Araxa sem nig\natilizacdo da dose de 100
Ul.mL™ ainda possibilita menor custo com a compra de aigielo produtor de
gueijo, visto que a quantidade utilizada é bem zigtdu
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Durante a realizacdo deste experimento, surgiragunal questionamentos
gue poderiam servir como base para pesquisas sutiséas incognitas e sugestdes
serdo relatadas nos proximos paragrafos deste imm o intuito de dar
continuidade ao trabalho realizado.

Espera-se que 0s queijos artesanais da regidoad& Aabricados com 0 uso
da nisina sejam semelhantes em sabor, aroma gaexticomparados aos queijos
artesanais fabricados sem nisina. Neste trabalhe@ntanto, ndo foi realizado um
estudo da analise sensorial dos queijos, para gjpeovadores pudessem identificar
essas diferencas entre 0s queijos com e sem nésisanto que pode ser pesquisado
em ocasioes futuras.

Outro assunto para pesquisas vindouras € a amisesiduo de nisina no
SOro e no queijo, ou seja, a cifra de transicatedesomponentes na fabricacdo do
gueijo. Quanto de nisina adicionada ao leite filaanmassa de queijo e quanto de
nisina se perde no soro.

Neste estudo estudou-se a influéncia da nisina esenyolvimento de
baterias laticas no leite, na massa e no queijentanto, ndo foi estudado o efeito
do residuo de nisina no pingo. As bactérias latmra@sentes no pingo podem ser
inibidas ou ndo pela agdo da nisina e este fate pitdrar as caracteristicas dos
queijos artesanais, visto que o pingo utilizado presente estudo ndo possuia
nenhum residuo de nisina e pode ter direcionadonaehtacao do queijo.

As doses de nisina utilizadas no testevitro do presente estudo foram de
100, 200, 400 e 500 Ul.niLe verificou-se que a dose mais recomendada para a
fabricacdo de queijos artesanais foi a de 100 Ut.rflalvez uma dose de 50 Ul.imL
! pudesse trazer ainda mais beneficios para aagfiizem queijos artesanais de
Araxa e deveria ser estudada.

Por fim, a utilizagdo de nisina ainda ndo é pedaitem queijo Minas
artesanal pela legislacao vigente, no entanto, exttedo pode ser utilizado para o
requerimento do uso desta substancia, pois € uma mientifica que identifica
quais alteracdes ocorrem nos queijos Minas artesdaaegiao de Araxa quando se

faz a utilizac&o de nisina.
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