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RESUMO 

 

 

 
A utilização de nisina em alimentos, dentre eles os lácteos, é atualmente 
objeto de várias pesquisas. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o 
efeito antagônico da adição de diferentes doses de nisina sobre 
Staphylococcus aureus em queijo Minas Frescal durante 30 dias após 
fabricação. Preliminarmente foi realizado teste in vitro com as concentrações 
de nisina de 100, 200, 400 e 500UI/mL, para avaliar o efeito sobre a 
multiplicação de S. aureus em leite desnatado reconstituído a 10% (LDR 
10%). Mediante os dados obtidos nessa etapa, foram selecionadas as 
concentrações de nisina de 400 e 500 UI/mL, que apresentaram maior 
potencial de inibição sobre S. aureus in vitro, para serem testadas nos 
queijos Minas Frescal. Durante o processo de fabricação dos queijos 
adicionou-se cultura de S. aureus ATCC 6538 no leite, em quantidade 
suficiente para a concentração inicial atingir aproximadamente 10

6 
UFC/mL, e 

nisina nas concentrações de 400 e 500 UI/mL. Foram analisadas amostras 
do leite, soro, massa, queijo no primeiro, sétimo, décimo quarto e trigésimo 
dias após a fabricação. Os resultados evidenciaram que a nisina na dose de 
500 UI/mL proporcionou contagens de S. aureus mais baixas nos queijos, 
demonstrando maior efeito bactericida que a dose de 400 UI/mL. A utilização 
da nisina foi eficaz na redução inicial de S. aureus e em manter a 
contaminação em níveis mais baixos nos queijos Minas Frescal durante 30 
dias de armazenamento.  

 

Palavras-chave: Leite desnatado reconstituído. Bacteriocina. Efeito                                     

bactericida. Teste in vitro com nisina. 



 

 
ABSTRACT 

 

 

 
The use of nisin in food has been the object of several studies, dairy products 
included. The main objective of this research was to evaluate the antagonistic 
effect the addition of different nisin doses had on Staphylococcus aureus in 
Minas Frescal cheese during 30 days after being made. A preliminary in vitro 
test was carried out with four nisin doses, 100, 200, 400 and 500 IU/mL, to 
assess the effect on the multiplication of S. aureus in reconstituted nonfat milk 
at 10% (RNM 10%). By the data obtained at this stage, nisin concentrations of 
400 and 500 IU/mL were selected to be tested on Minas Frescal cheese. 
Those concentrations presented higher inhibition potential against in vitro S. 
aureus. During the cheese manufacture process, a S. aureus ATCC 6538 
culture was added in a sufficient amount so that the initial concentration would 
reach approximately 10

6
 CFU/mL, and nisin concentrations of 400 and 500 

IU/mL. Samples of milk, whey, curd and cheese on the first, seventh, 
fourteenth and thirtieth day after being made were analyzed. The results 
showed that nisin in 500 IU/mL provided lower counts of S. aureus in cheese, 
demonstrating a better bactericidal effect than the 400 IU/mL dose. The use of 
nisin was effective for the initial reduction of S. aureus and for maintaining its 
lower counts in Minas Frescal cheese during during 30 days after being 
made. 
 
 
Keywords: Reconstituted nonfat milk. Bacteriocin. Bactericidal effect. In vitro 
test with nisin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O queijo representa importante forma de conservação do leite, como 

instrumento de preservação e estocagem de alimentos para a população 

humana. Com a expansão e modernização do modo de produção, hoje há 18 

classes de queijos no mundo, que agregam 400 tipos diferentes, em 800 

denominações distintas (MENESES, 2006). Dentre eles, destaca-se o queijo 

Minas Frescal, produto bastante apreciado pelos brasileiros, em função das 

qualidades sensoriais como aroma, sabor e textura. Segundo dados da 

Embrapa (2004), a produção de queijo Minas Frescal no ano de 2004 foi de 

4,5 mil toneladas. 

Do ponto de vista alimentar pode-se afirmar que o queijo Minas 

Frescal apresenta elevado valor nutricional, estando entre os alimentos mais 

complexos e recomendáveis para a dieta de um indivíduo (GALLAGHER, 

2010). 

Em função das características próprias, como a disponibilidade de 

nutrientes, elevado teor de umidade, alterações decorrentes após a 

fabricação e grande manipulação durante a produção, os queijos Minas 

Frescal são alimentos altamente perecíveis, com baixa vida útil, suscetíveis à 

contaminação microbiológica; por essa questão estão frequentemente 

associados a intoxicações alimentares (PINTO et al., 2009; GONZALEZ et 

al., 2000; FURTADO, 2005). Dentre os principais micro-organismos 

contaminantes de queijos destaca-se Staphylococcus aureus (BALABAN; 

RASSOLY, 2000), micro-organismo conhecidamente enterotoxigênico 

(HENNEKINNE et al., 2012). 

Poli et al. (2007) sugerem que a alternativa mais eficiente para a 

produção de queijos seguros e redução da contaminação inicial resume-se 

em melhorar o nível de higiene na ordenha do leite e na fabricação do 

produto. Entretanto, tais medidas não são suficientes para assegurar a 

qualidade dos queijos produzidos, haja vista vários estudos mostrando 

queijos Minas Frescal com contagens microbiológicas elevadas e impróprios 
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para o consumo (PASSOS et al., 2009; ROCHA et al., 2006; SALOTTI et al., 

2006). 

Dentre os compostos antimicrobianos existentes atualmente, há a 

tendência em expandir a utilização industrial de bacteriocinas naturais como 

conservante de alimentos, tendo em vista a ampliação do mercado 

consumidor em busca de alimentos sem conservantes artificiais, com baixa 

ou nenhuma toxicidade (MORAES, 2002; ARQUÉS et al., 2011). 

Atualmente, o uso da bacteriocina nisina é aprovado em mais de 50 

países (BOWER et al.,2002), em alimentos como queijos, frutas enlatadas, 

produtos de padarias, carnes e embutidos (MORAES, 2002). 

A utilização de bacteriocinas em alimentos é feita pela adição direta 

na forma de bacteriocina purificada, produção em alimentos fermentados pela 

adição de culturas láticas produtoras desses antimicrobianos ou adição 

dessas culturas como adjuntas (NASCIMENTO et al., 2008a). 

O uso de nisina em alimentos, como queijo Minas Frescal, 

representaria um entrave adicional ao desenvolvimento de micro-organismos 

indesejáveis (NASCIMENTO et al., 2008a), conforme demonstrado em 

diferentes estudos (PINTO et al., 2011; CHOLLET et al.; 2008; ARQUÈS et 

al., 2005).    

Diante do exposto e considerando a relevância do controle de S. 

aureus para garantir a segurança alimentar dos apreciadores de queijos, 

buscou-se com este trabalho avaliar o efeito inibitório de diferentes 

concentrações de nisina sobre S. aureus em queijo Minas Frescal durante 30 

dias de armazenamento do produto. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

A fabricação de queijo, um dos alimentos mais antigos registrados na 

história, remonta ao ano 10000 a.C., durante a domesticação de animais. 

Acredita-se que a descoberta da produção de queijo tenha sido espontânea, 

mediante a observação do leite transportado para alimentação durante as 

longas viagens, o qual era armazenado em cantis feitos com estômago seco 

de animais. A presença da quimosina nesse material, associada ao calor e à 

agitação, formava as condições ideais para separação de leite em soro e 

coalho, e assim, o queijo era formado. Séculos depois, com a domesticação 

de bovinos, o queijo passou a ser produzido em larga escala (IEPHA, 2011). 

No Brasil, a técnica de produção do queijo foi introduzida nos 

primeiros anos de colônia pelos portugueses, seguindo o modo tipicamente 

artesanal de confecção do produto. Essa técnica foi difundida pelas demais 

regiões do país à medida que se expandia a busca por ouro e pedras 

preciosas, sobretudo no Estado de Minas Gerais, dando origem ao queijo 

Minas (IEPHA, 2011). 

Os queijos brasileiros apresentam variações quanto aos teores de 

gordura e de umidade, conforme descrito na tabela abaixo (TAB. 1) (BRASIL, 

1996a). 

 

TABELA 1 
 

 Classificação de queijos conforme variação dos teores de gordura e umidade 
 

Teor de Gordura   Teor de Umidade 

Classificação Percentual  Classificação Percentual 

Extragordo > 60%  Muita alta umidade > 55% 

Gordo  45,0 a 59,9%  Alta umidade 54,9 a 46% 

Semigordo 25 a 44,9%  Média umidade 45,9 a 36% 

Magro 10 a 24,9%  Baixa umidade < 35% 

Desnatado < 10%     

Fonte: BRASIL (1996a) 
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2.1 Queijo Minas Frescal 

 

O queijo Minas Frescal é designado como o produto fresco obtido por 

coagulação enzimática do leite pasteurizado com coalho e/ou outras enzimas 

coagulantes apropriadas, coagulação que seria complementada com a ação 

de bactérias láticas específicas, dando origem a uma massa coalhada, 

dessorada, não prensada, salgada e não maturada. Deve apresentar 

consistência branda, cor levemente esbranquiçada, com ou sem olhaduras 

mecânicas, sabor suave ou levemente ácido, odor suave, com crosta fina ou 

não (BRASIL, 1996b). 

O queijo Minas Frescal é classificado como semigordo, de muita alta 

umidade, a ser consumido fresco. Após a fabricação, deve ser mantido a 

temperaturas não superiores a 8ºC para conservação (BRASIL, 1996b). 

 

 2.2 Processo de fabricação do queijo Minas Frescal 

 

 O processo básico de fabricação é comum a quase todos os queijos; 

entretanto, as variações na origem do leite, nas técnicas de processamento e 

no tempo de maturação são responsáveis pela grande variedade de queijos 

conhecidos no Brasil e no mundo (PERRY, 2004). 

 

2.2.1 Aquisição da matéria-prima 

 

A qualidade do queijo Minas Frescal está diretamente associada à 

qualidade da matéria-prima utilizada. O leite utilizado deve ser proveniente de 

animais sadios, refrigerado e pasteurizado corretamente; as práticas 

higiênicas devem ser adequadas durante a ordenha e em todo o 

processamento do leite (FURTADO, 2005). 

A disponibilidade de nutrientes, alta atividade de água e pH próximo 

da neutralidade favorecem o crescimento microbiano. A temperatura e o 

período de armazenamento do leite antes da pasteurização determinam 

seletivamente a intensidade e desenvolvimento de várias espécies de micro-

organismos contaminantes (ARCURI et al., 2006). Os mesmos autores 
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ressaltam que a presença de bactérias patogênicas no leite é preocupação 

de saúde pública, haja vista que se torna um risco para os consumidores do 

produto, ou derivados deste, e para quem os manuseia. 

Outra questão relevante é a produção de enterotoxinas por bactérias 

patogênicas presentes no leite, a exemplo da enterotoxina estafilocócica. Por 

se tratar de toxina termo-estável e resistente à 

pasteurização/ultrapasteurização, queijos produzidos com leite contaminado 

poderão dar origem ao produto final contaminado (BORGES et al., 2008a). 

 

2.2.2 Acidificação e coagulação 

 

 Durante o processo de coagulação do leite ocorre a concentração 

das proteínas com retenção das partículas de gordura. No processamento 

por cultura lática são adicionadas bactérias específicas ao leite, com 

liberação de ácido lático como subproduto do metabolismo. Assim, o pH 

reduz-se gradativamente, facilitando a ação coagulante, expulsão do soro e 

desfavorecendo o crescimento da microbiota indesejável no queijo (FOX et 

al., 2000). 

A acidificação direta é realizada pela adição de ácido lático 

diretamente ao leite; com isso há aumento no rendimento do produto e 

redução das alterações físico-químicas durante a estocagem do queijo 

(CARVALHO et al., 2007). 

No processamento por ultrafiltração é utilizado o método do pré-

queijo líquido, em que o queijo é obtido a partir da coagulação direta desse 

líquido pela adição do coalho diretamente à embalagem comercial do 

produto; esse processo aumenta a produtividade, tendo em vista a 

eliminação das etapas de corte da massa e dessoragem, e melhora as 

condições higiênicas do queijo, pois o processamento é feito em sistema 

fechado (CARVALHO et al., 2007).  
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2.2.3 Corte da coalhada e obtenção da massa 
 

 O corte da coalhada objetiva produzir superfície livre para haver 

sinérese e retração do coalho. Esse corte determinará as características do 

produto final, pois quanto maiores os grãos, maiores serçao a retenção de 

água e, consequentemente, o teor de umidade do queijo. Já na etapa de 

enformagem da massa, há a finalização da sinérese com as sucessivas 

viragens do queijo, que força a saída do soro. Nessa etapa, os queijos 

adquirem consistência e forma típica, com medidas e peso almejados (FOX 

et al., 2000). 

 

2.2.4 Salga 

 

 A salga consiste na etapa final de produção dos queijos e promove 

uma discreta sinérese. Entretanto, não é satisfatória para o controle de 

umidade de queijos. Quanto aos tipos, a salga pode ser feita no leite ou na 

massa previamente dessorada, a seco na superfície dos queijos e por 

imersão em salmoura, sendo as duas últimas mais habitualmente utilizadas 

nas indústrias (FOX et al., 2000). 

  

 2.3 Valor nutricional do queijo Minas Frescal 

 

O consumo de queijo e leites fermentados tem impulsionado o 

crescimento do setor de leite. O aumento do consumo de queijos se justifica 

por diversas razões, como apelo nutricional e dietético, variedade de texturas 

e sabores, flexibilidade e comodidade na utilização. Em função da 

versatilidade, o queijo é consumido sem preparação prévia ou após 

tratamento térmico, utilizado como componente principal de uma refeição, em 

doces e sobremesas (SOUZA et al., 2008; JENSEN; KROGER, 2000). 

O queijo Minas Frescal apresenta elevado teor de nutrientes, 

possuindo proteínas, carboidratos, lipídeos, vitaminas (principalmente A e D) 

e minerais, como cálcio e fósforo (MENDES, 1997; ROTARU et al., 2008). O 

valor biológico de suas proteínas se compara ao de outros alimentos de 
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origem animal, como carnes e ovos (GALLAGHER, 2010). 

Estudo de Silva e Ferreira (2010) demonstrou que queijos Minas 

Frescal podem ser considerados alimentos fonte de proteínas.. Uma porção 

de 50 gramas do alimento representa a ingestão de aproximadamente 11% 

do consumo proteico diário recomendado pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária - Anvisa. 

Em função da alta concentração de cálcio (579mg/100g queijo) e 

fósforo (123mg/100g queijo) (TACO, 2011), é alimento indicado para 

crianças, pois favorece o fortalecimento de dentes e ossos, auxiliando no 

crescimento saudável (QUEIJOS NO BRASIL, 2012; GALLAGHER, 2010).  

O consumo de leite e derivados, portanto, deve ser estimulado, tendo 

em vista que a ingestão dietética desses minerais é deficiente em grande 

parte da população. Ratificando o fato, uma pesquisa conduzida em 2007 

pela Brazilian Osteoporosis Study – BRAZOS (PINHEIRO et al., 2009), 

mostrou que 90% das pessoas ingeriam diariamente cerca de 400mg de 

cálcio, o que equivale a apenas 33% da recomendação diária de referência - 

DRI. 

 

2.4 Vida de prateleira 

 

É crescente a busca do consumidor por produtos de qualidade, 

principalmente do ponto de vista microbiológico, característica que permite 

avaliar o alimento desde as condições de obtenção da matéria-prima, 

processamento, armazenamento e distribuição, além de estimar a vida de 

prateleira (PONSANO et al., 2000). 

Os queijos do tipo leves, brancos e frescos são muito perecíveis e 

por isso apresentam vida de prateleira curta, mesmo sob refrigeração (SILVA 

et al., 2003), variando entre 10 e 14 dias (GONZALEZ et al., 2000). Ribeiro et 

al. (2009) citam duração média de até 20 dias. Já Sangaletti et al. (2009) 

referem queijos Minas Frescal, armazenados sob temperatura de 4°C, aptos 

para o consumo com até 30 dias após fabricação. 

 Segundo Furtado (2005), o queijo Minas Frescal deve ser 

comercializado tão logo seja fabricado, tendo em vista que é um produto 
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altamente susceptível à contaminação microbiológica. Devem ser 

consideradas ainda as alterações decorrentes do próprio alimento, tornando 

o produto impróprio para o consumo em poucos dias. 

 

2.5 Produção queijeira no Brasil 

 

A produção de leite bovino no Brasil, em 2010, foi estimada em 31,6 

bilhões de litros (EMBRAPA, 2010), o que colocou o país em 5° lugar na 

produção leiteira mundial. O Estado de Minas Gerais foi responsável por 

27,3% da produção (IBGE, 2011). As formas de comercialização desse 

produto no país são os leites fluidos e em pó e seus derivados, como iogurte, 

queijo e requeijão. 

A produção de queijos em 2004 foi de aproximadamente 450 mil 

toneladas, sendo que 10% foram queijos frescos, dentre os quais se destaca 

o queijo Minas Frescal, com produção de 4,5 mil toneladas (EMBRAPA, 

2004). Dados mostram que houve aumento de 30,8% no consumo per capita 

de queijos de 2000 a 2008, representando crescimento de 2,6 para 3,4 

kg/habitante/ano. Com base no crescimento médio no período, estima-se um 

consumo atual de 4 kg de queijo por habitante (LIMA FILHO, 2010). 

O queijo Minas Frescal apresenta processamento simples, ausência 

de período de maturação, rendimento na fabricação de 6,0 a 6,5 kg de leite 

para 1kg de queijo e menor preço para o consumidor (FURTADO, 2005). 

Lopes e colaboradores (2006) indicaram maior rentabilidade na 

comercialização do queijo em detrimento do leite, demonstrando que a venda 

do queijo agrega maior valor comercial, sem alteração significativa do custo 

operacional efetivo de produção.  

 

2.6 Segurança alimentar do queijo Minas Frescal 

 

Entende-se por segurança alimentar a garantia de bem-estar social 

do indivíduo, de modo que não seja privado de alimentos em quantidade que 

atenda às necessidades nutricionais e qualidade nutricional e higiênico-

sanitária satisfatória para o consumo (CUNHA; LEMOS, 1997). 
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A produção de queijos com qualidade satisfatória está diretamente 

relacionada à qualidade do leite utilizado que, por sua vez, associa-se à 

sanidade do rebanho, como ausência de mastite e de resíduos de antibióticos 

(HENNEKINNE et al., 2012). Outro ponto fundamental é a utilização de boas 

práticas de fabricação, tendo em vista que a produção de queijos exige 

frequente manipulação. Assim, esses alimentos tornam-se passíveis de 

contaminação por micro-organismos patogênicos e deterioradores (PINTO et 

al., 2009). Perry (2004) ressalta que o leite com resíduos de antibióticos 

acarretaria perdas na produção, pois os resíduos tendem a inibir a 

coagulação do leite em função de alterações na microbiota lática. 

Com o intuito de garantir a segurança alimentar do queijo Minas 

Frescal, foi criado o Regulamento Técnico Mercosul (BRASIL, 1996b), que 

determina condições higiênico-sanitárias e de boas práticas de fabricação 

para estabelecimentos produtores/industrializadores de alimentos. Além 

disso, estabelece que o leite a ser utilizado na produção de queijo Minas 

Frescal deverá ser higienizado e submetido à pasteurização ou tratamento 

térmico equivalente para assegurar a fosfatase residual negativa, combinado 

ou não com outros métodos físicos e biológicos para garantir a inocuidade 

dos queijos. 

Embora o leite utilizado na produção de queijos frescos deve 

obrigatoriamente ser pasteurizado, sabe-se que tal método não é suficiente 

para garantir a segurança do produto final, tendo em vista que é eficiente 

contra S. aureus, entretanto não promove a inativação das suas 

enterotoxinas (BORGES et al, 2008a; PERRY, 2004; FUEYO et al., 2001). 

Além das condições higiênico-sanitárias e boas práticas de 

fabricação, o Regulamento Técnico do Mercosul (BRASIL, 1996a) fixou 

parâmetros microbiológicos para esses tipos de queijos, de modo a 

assegurar o consumo (TAB. 2).  

O controle de contaminantes microbiológicos nos alimentos é 

relevante, pois estão associados a surtos de doenças alimentares, como 

intoxicações, infecções e toxinfecções (RIEDEL, 2005). 

 
 



19 

 
TABELA 2 

 

 Parâmetros microbiológicos da Portaria n°145, de 07 de março de 1996, 
para queijo Minas Frescal 

 

Micro-organismos Critérios de aceitação 

Coliformes/g(30ºC) n=5 c=2 m=10.000 M=100.000 

Coliformes/g(45ºC) n=5 c=2 m=1.000 M=5.000 

Estafilococos Coagulase Positiva/g n=5 c=2 m=100 M=1.000 

Salmonella sp / 25g n=5 c=0 m=0 

Listeria monocytogenes 25g n=5 c=0 m=0 

n: número de unidades da amostra; c: número aceitável de unidades da 

amostra representativa com resultado entre os valores m e M; m: limite 

inferior (mínimo) aceitável; M: limite superior (máximo) aceitável. 

Fonte: BRASIL (1996a). 

 

Dentre os principais contaminantes de queijos está a bactéria S. 

aureus (BALABAN; RASSOLY, 2000). Segundo Stamford et al., (2006), o 

gênero Staphylococcus é o agente responsável por 45% das toxinfecções no 

mundo. 

De 1998 a 2002 ocorreram 109 surtos de intoxicação estafilocócica 

por consumo de queijo contaminado, acometendo 1398 pessoas na América 

Latina e Caribe. Dos casos, 13 ocorreram no Brasil, envolvendo 72 enfermos 

(SIRVETA, 2012).  

Segundo dados da Secretaria de Vigilância em Saúde - SVS 

(BRASIL, 2011), em 2011 ocorreram mais de 500 surtos no Brasil, 

envolvendo mais de 10 mil pessoas. Além disso, os dados mostram que a 

Região Sudeste é a segunda maior envolvida em surtos alimentares no país, 

chegando a representar 37,3% do total de casos identificados. Os agentes 

etiológicos mais frequentemente associados aos surtos no Brasil foram 

Salmonella ssp. e S. aureus, sendo que em 2009 foram identificados 122 

casos envolvendo apenas S. aureus (BRASIL, 2011). 
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Apesar da magnitude do problema, os surtos de intoxicação alimentar 

raramente são investigados no Brasil, as notificações aos órgãos de 

Vigilância Sanitária são escassas, levando à subnotificação da doença, 

principalmente porque, na maioria dos casos, a doença cessa rapidamente, 

sem haver necessidade de intervenção médica (BORGES et al., 2008b; 

BARRETO; COSTA, 1998). 

A intoxicação estafilocócica apresenta sintomatologia variável, 

dependendo da quantidade de enterotoxina ingerida e a susceptibilidade 

individual. Geralmente apresenta curso brando com presença de náusea, 

vômito, diarreia, tontura e fraqueza cerca de 30 minutos a oito horas após 

ingestão do alimento contaminado. Em casos graves podem surgir dores de 

cabeça, prostração e redução da pressão arterial. Na maioria dos casos, a 

recuperação acontece de 24 a 48 horas sem tratamento específico 

(HENNEKINNE et al., 2012). 

 

 2.7 Qualidade microbiológica do queijo Minas Frescal produzido e 

comercializado no Brasil 

 

Um alimento para ser considerado seguro não deve oferecer riscos 

biológicos, químicos ou físicos à saúde do consumidor (RIEDEL, 2005).  

O crescimento dos micro-organismos em queijos depende do 

controle no teor de umidade, teor de sal, pH do meio, temperatura e 

concentração de oxigênio do meio (BERESFORD et al, 2001). 

Queijos Minas Frescal analisados por Peresi et al. (2001), quanto à 

presença de Staphylococcus coagulase positivo, apresentaram contaminação 

além do limite máximo estabelecido pela legislação brasileira em 60% das 

amostras analisadas. 

Salotti et al. (2006), em estudo na região de Jaboticabal – SP, 

verificaram que 10% das amostras de queijo Minas Frescal analisadas 

apresentaram contagem de Staphylococcus coagulase positivo acima do 

padrão aceitável pela legislação. 

Rocha et al. (2006), ao analisarem a qualidade microbiológica de sete 

marcas de queijo Minas Frescal vendidos em supermercados da cidade de 
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São Paulo, verificaram que seis das marcas analisadas apresentaram 

contagens elevadas de Staphylococcus ssp., chegando a 7,83 log UFC/g de 

produto, ainda com sete dias após a fabricação. Os autores ressaltam que 

todos os queijos analisados apresentavam inspeção federal. 

 Queijos Minas Frescal comercializados à temperatura ambiente em 

feiras-livres na cidade de Goiânia apresentaram contaminação elevada por 

Staphylococcus coagulase positiva em 100% das amostras analisadas 

(ARRUDA et al., 2007).  

  Passos et al. (2009) identificaram que 36,7% das amostras de queijo 

Minas Frescal, comercializados nas cidades de Arapongas e Londrina – PR, 

estavam contaminadas com S. aureus além do limite recomendado pela 

legislação brasileira, colocando em risco a segurança alimentar dos 

apreciadores do produto. 

Estudo de Komatsu et al. (2010), com queijo Minas Frescal produzido 

em Uberlândia - MG, apurou que de 50 amostras avaliadas, 88% estavam 

contaminadas com S. aureus, apresentando médias superiores a 10
5
 UFC/g. 

 

2.8 Staphylococcus spp. 

 

O gênero Staphylococcus pertence à família Micrococaceae, 

incluindo 36 espécies e 21 subespécies, classificadas em coagulase positivas 

- principais produtoras de enterotoxinas, e as coagulase negativas 

(GIAMMARINARO et al., 2005). 

Ainda que a legislação brasileira estabeleça parâmetros unicamente 

para a espécie de Staphylococcus coagulase positiva (BRASIL, 1996a), a 

produção de enterotoxina igualmente tem sido observada em Staphylococcus 

coagulase negativo, e surto de intoxicação associada à espécie (CARMO et 

al., 2002). 

No gênero Staphylococcus, a espécie S.aureus é a mais comum no 

leite in natura. Juntamente com S. intermedius, são as bactérias que 

produzem enterotoxina com maior frequência. Outras espécies que  podem 

estar presentes na microbiota contaminante do leite são S. carnosus, S. 

capitis, S. chromogenes, S. hyicus e S. schleiferi (STAMFORD et al., 2006). 
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2.8.1 Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus é encontrado, frequentemente, em seres 

humanos e animais. Está presente na boca, garganta, pele e cabelos de pelo 

menos 50% dos indivíduos saudáveis. Trata-se de bactéria esférica, gram-

positiva, catalase positiva, anaeróbia facultativa, que sobrevive em faixas 

variáveis de temperatura, pH e atividade de água (Aa). Vistas ao microscópio, 

suas células apresentam-se aos pares, em cadeias curtas ou em forma de 

cacho de uvas. Produz grande variedade de fatores de patogenicidade e 

virulência, e as intoxicações alimentares decorrem da produção de 

enterotoxinas, altamente termoestáveis (FORSYTHE, 2002; HENNEKINNE et 

al., 2012). As enterotoxinas produzidas por S. aureus pertencem ao grupo 

das exotoxinas e apresentam baixo peso molecular, variando entre 22 a 29 

kDa (HENNEKINNE et al., 2012). Os principais parâmetros para o 

desenvolvimento de S.aureus e enterotoxinas estafilocócicas nos alimentos 

estão descritos na tabela 3. 

São classificadas diversas toxinas produzidas por S. aureus: SEA 

(Staphylococcal Enterotoxin A), SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE, SEG, 

SEH, SEI, SEJ, SEK, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SEU (BALABAN; 

RASOOLY, 2000; FORSYTHE, 2002; SCHERRER et al., 2004). Essas 

enterotoxinas são resistentes à ação de enzimas proteolíticas do sistema 

digestório e permanecem ativas após a ingestão (BORGES et al., 2008a). 

A produção de enterotoxinas ocorreria durante todo o 

desenvolvimento bacteriano. Entretanto, na fase exponencial a produção é 

mais elevada (SORIANO et al., 2002). Cerca de 59% dos surtos de 

intoxicação alimentar estão associadas às toxinas SEA e SEE (PINTO et al., 

2005), provavelmente porque Staphylococcus produzem essas toxinas em 

ampla faixa de condições de crescimento (TAB. 3) (PIMENTEL FILHO, 2010). 
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TABELA 3  

 

 Parâmetros para o desenvolvimento de Staphylococcus aureus e produção 
de enterotoxinas em alimentos 

 

Parâmetro  
Desenvolvimento de S. aureus Produção de enterotoxina 

Ótimo  Variação Ótimo Variação 

Temperatura 

(°C) 35 – 37 07- 48 35 – 40 01 – 45 

pH 6,0 – 7,0 4,0 - 10,0 6,0 - 7,0 4,8 - 9,0 

Aa > 0,99 0,83 - 0,99 0,99 0,83 - 0,99 

NaCl (%) 0 – 4 0 – 20 0 - 0,5 0 – 10 

Atmosfera Aeróbica 
Aeróbica/ 

anaeróbica 

Anaeróbica 

(5%-20% O2)  

Aeróbica/ 

anaeróbica 

Fonte: BORGES et al. (2008b) apud  ICMSF (1996). 
 

 

2.9 Nisina em alimentos 

 

Bacteriocinas são peptídeos, proteínas ou complexos proteicos 

biologicamente ativos que possuem ação bactericida ou bacteriostática 

(CLEVELAND et al., 2001).  

A nisina foi descoberta em 1928 e trata-se de bacteriocina produzida 

por diversas cepas de Lactococcus lactis subesp. Lactis (CLEVELAND et al., 

2001), principalmente durante a fase exponencial de crescimento (NAS 

CIMENTO et al., 2008b).  

Em 1988, essa bacteriocina foi reconhecida pela Food and Drug 

Administration (FDA) como aditivo alimentar seguro (Substances Generally 

Recognized as Safe – GRAS), em função da baixa toxicidade (CLEVELAND 

et al., 2001). A nisina é degradada pelas enzimas pepsina e tripsina no 

organismo (ROSA & FRANCO, 2002). BOWER et al. (2002) ressaltam que 

essa bacteriocina está naturalmente presente em alimentos fermentados e, 

portanto, é consumida há bastante tempo. 
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No Brasil, a utilização de nisina é permitida em queijos fundidos, 

preparados à base de queijos fundidos, requeijão e queijo pasteurizado, na 

dosagem máxima de 12,5 mg/Kg de produto final (BRASIL, 1996c; BRASIL, 

1997). Em 1998, foi aprovado o uso da nisina em superfície externa de 

embutidos (BRASIL, 1998). 

Essa bacteriocina possui resistência térmica, principalmente se 

associada a meios ácidos (ADAMS, 2003), totalmente estável em solução de 

pH 2,0, sendo estocada por longos períodos a temperatura entre 2ºC e 7°C 

(NASCIMENTO et al., 2008a). A ação principal se relaciona às interações 

eletrostáticas com os fosfolipídeos da membrana citoplasmática dos micro-

organismos e formação de poros (ADAMS, 2003). 

A nisina apresenta atividade bactericida contra grande variedade de 

bactérias Gram-positivas, como as dos gêneros Listeria, Bacillus, Clostridium, 

Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Micrococcus, Mycobacterium 

(MORAES, 2002). As bactérias Gram-negativas possuem resistência à ação 

dessa bacteriocina em função do revestimento lipopolissacarídico da 

membrana externa que protege a membrana plasmática bacteriana (ARAUZ 

et al., 2009). Entretanto, quando utilizada em associação com outros 

compostos, como agentes quelantes, a nisina demonstra eficiência contra 

bactérias Gram-negativas (BOWER et al., 2002).  

Algumas propriedades dos alimentos como pH, teor de gordura, 

aditivos e enzimas,  limitariam a atividade bactericida da nisina (ARQUÉS et 

al., 2011). Além disso, moderadas concentrações de NaCl seriam 

responsáveis por neutralizar a ação de bacteriocinas em alimentos 

(DEVLIEGHERE et al., 2004). 

Diversos estudos demonstram resultados positivos na utilização de 

nisina em alimentos, conforme a tabela abaixo (TAB. 4). 
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TABELA 4 

 

Estudos envolvendo nisina e seu potencial inibitório sobre micro-organismo 
alvo em alimentos 

 

Alimento 
Micro-organismo 

alvo  
Redução*  Referência 

Leite 
Esporos de Bacillus 

licheniformis 
4,00 

MANSOUR et al., 

1999 

Queijo coalho Staphylococcus sp. 2,00 MELO, 2003 

Queijo artesanal 
Staphylococcus 

aureus 
0,45 ARQUÉS et al., 2005 

Carne de vitela Bactérias aeróbicas 1,50 GUERRA et al., 2005 

Clara de ovo 
Listeria 

monocytogenes 
4,50 JIN; ZHANG, 2008 

 *Log UFC/g ou log UFC/mL ou log UFC/embalagem. 

Fonte: Da autora. 

 

Segundo Arevalos-Sánchez et al. (2011), estudos sobre a utilização 

de nisina são relevantes para aumentar as formas de utilização na indústria 

de alimentos, desde a adição diretamente ao alimento, como componente de 

embalagens ativas ou como sanitizante para alimentos.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os estudos ocorreram nos laboratórios de Microbiologia Aplicada e 

Tecnologia de Alimentos do Instituto de Ciências Agrárias da Universidade 

Federal de Minas Gerais, durante o período de março a setembro de 2012, 

em duas etapas: teste in vitro com diferentes concentrações de nisina e 

potencial inibidor sobre S. aureus em leite desnatado reconstituído a 10% 

(LDR 10%) e efeito antagônico da nisina sobre S. aureus em queijos Minas 

Frescal. 

 

3.1 Cultura de Staphylococcus aureus 

 

Utilizou-se a cultura de S. aureus ATCC 6538, repicada e ativada em 

caldo BHI - Brain Heart Infusion, por três dias consecutivos e incubadas a 

37ºC. 

 

3.2 Análise de Staphylococcus aureus 

 

 Para as análises microbiológicas de S. aureus utilizou-se Petrifilm 3M 

– Rapid S. aureus (RSA) Count Plate (AOAC 981.15), conforme 

procedimento indicado pelo fabricante (ANEXO). De acordo com Silbernagel 

et al. (2003), o método é adequado para análise de leite e de queijos. 

 

 3.3 Efeito inibitório in vitro de diferentes concentrações de nisina sobre o 

crescimento de Staphylococcus aureus em leite desnatado reconstituído a 

10% esterelizado 

 

 Inicialmente reconstituiu-se leite em pó desnatado (Molico
®

) a 10% 

em água destilada até o volume de 1000mL, e transferiram-se porções de 

200mL para cinco recipientes, os quais foram imediatamente esterilizados. 

Em seguida, foi inoculado S. aureus nos cinco recipientes em quantidade 

suficiente para se obter concentração inicial de 10
5
 UFC/mL, 
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aproximadamente. Posteriormente, foi adicionado o preparado comercial de 

nisina (Nisaplin
®
 2,5 % p/p - Danisco Brasil Ltda. – Cotia – SP - Brasil) 

diretamente ao leite, conforme indicado pelo fabricante para testes in vitro, 

em quantidade suficiente para as concentrações de 100, 200, 400 e 500 

UI/mL serem alcançadas.  

As amostras foram homogeneizadas e fracionadas em tubos estéreis 

com tampas rosqueáveis, no volume de 10mL e incubadas a 37°C. As 

amostras foram analisadas nos tempos 0, 3, 8, 16, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 

horas de incubação, conforme metodologia adaptada de Pinto et al. (2011). 

Os controles seguiram as mesmas etapas descritas acima, sem a adição de 

nisina. 

Decorrido o tempo de incubação, as amostras contidas nos tubos de 

ensaio foram homogeneizadas, e em seguida houve diluições decimais 

subsequentes, utilizando água peptonada 0,2%, até a diluição de 10
-6

. 

Posteriormente, fez-se o plaqueamento de 1ml de cada diluição das amostras 

em petrifilm. Os petrifilms foram incubados a 37°C por 24h para posterior 

leitura dos resultados. 

 

3.4 Delineamento estatístico 

 

O experimento foi conduzido com três repetições, em delineamento 

inteiramente casualizado e esquema fatorial, sendo o tempo e as 

concentrações de nisina os fatores estudados. Os logaritmos dos números de 

UFC/mL foram analisados adequadamente por meio de regressão. Para a 

análise, foram aceitos os modelos que apresentaram nível de significância 

igual ou inferior a 5% para modelo e para coeficientes linear, e quadrático 

quando foi o caso. As análises estatísticas ocorreram com o auxílio do 

software Analysis and Experimentation Group (SAEG) – versão 8.0. 

 

 

 

 

 



28 

 
3.5 Efeito antagônico da nisina sobre o crescimento de Staphylococcus 

aureus em queijo Minas Frescal 

 

Mediante os resultados obtidos no teste in vitro, foram selecionadas as 

concentrações de nisina de 400 IU/mL e 500 IU/mL por apresentarem maior 

potencial de inibição sobre S. aureus. Tendo em vista que utilizou-se leite 

pasteurizado para fabricação dos queijos, a cultura ativada de S. aureus foi 

igualmente adicionada, em quantidade suficiente para atingir concentração 

inicial de 10
6
UFC/mL. 

As análises microbiológicas aconteceram no leite, soro e massa do 

queijo durante o momento da fabricação e nos tempos 1, 7, 14 e 30 dias após 

a fabricação. Houve três produções distintas, sendo os controles produzidos 

sem adição de nisina (TAB. 5).  

Em cada análise, foram homogeneizadas 25g (25ml no caso do leite e 

soro) da amostra com 225mL de água peptonada a 0,2%. Em seguida, 

ocorreram diluições decimais subsequentes, utilizando o mesmo diluente, até 

a concentração de 10
-5

. Posteriormente, fez-se o plaqueamento de 1ml de 

cada diluição das amostras em petrifilm. Os petrifilms foram incubados a 

37°C por 24h para posterior leitura dos resultados. 

 

3.6 Produção do queijo Minas Frescal 

 

 Para produção dos queijos, utilizou-se leite pasteurizado tipo C 

adquirido no mercado local, padronizado com 3% de gordura, e cloreto de 

cálcio, coalho líquido e cloreto de sódio a 2%, conforme metodologia 

adaptada de Silva (2008) (Figura 1). Além desses itens, foram utilizadas 

cultura de S. aureus e nisina. Observaram-se todas as normas higiênico-

sanitárias e boas práticas para fabricação de alimentos (Brasil, 1996a). 

Após a retirada do soro, a massa foi transferida para formas com 

capacidade de 500g. Houve quatro viragens na massa em intervalos de 20 

minutos. Na sequência, os queijos foram embalados a vácuo, para evitar 

outro tipo de contaminação durante o período de armazenamento, e mantidos 

refrigerados a 4°C durante os 30 dias de experimento. Nos tratamentos com 
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nisina, a adição ocorreu imediatamente após a adição de S. aureus. Foram 

produzidos quatro queijos por tratamento, um para cada dia de análise, 

totalizando 12 queijos por repetição. 

 

 

FIGURA 1 – Fluxograma de produção do queijo Minas  

Fonte: Adaptado de Silva (2008). 
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3.7 Delineamento estatístico 

 

O experimento foi conduzido com três repetições, em delineamento 

inteiramente casualizado. Os resultados foram submetidos à análise de 

variância e ao teste de Tukey em cada tempo isoladamente. As análises 

ocorreram com o auxílio do software Analysis and Experimentation Group 

(SAEG) – versão 8.0. 

 

3.8 Tempo de coagulação do leite e medida dos queijos 

 

Durante a fabricação dos queijos, verificou-se o tempo necessário 

para a coagulação do leite até a formação da massa, para cada tratamento. 

Além disso, foram mensurados peso, altura e diâmetro dos queijos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Efeito inibitório in vitro da adição de diferentes concentrações de nisina 

sobre o crescimento de S. aureus em leite desnatado reconstituído 

esterilizado a 10%  

 

O efeito de diferentes concentrações de nisina sobre a contagem de 

S. aureus em LDR 10% encontra-se exposto no Gráfico 1. 

Observou-se que houve redução gradativa do crescimento de S. 

aureus quando a dose de 100 UI/mL de nisina foi utilizada em relação ao 

controle. Verificou-se ainda que a nisina apresentou efeito bactericida quando 

utilizada nas doses 200, 400 e 500 UI/ mL durante as primeiras oito horas de 

incubação.  

Os coeficientes angulares das curvas de crescimento de S. aureus 

referentes ao controle e à dose de nisina de 100 UI/mL não diferiram entre si 

(p ≥ 0,05), no entanto diferiram da dose de 200 UI/mL (p<0,05), sendo que 

esta apresentou maior potencial de inibição do que aquelas. Já os 

coeficientes angulares de S. aureus nas dosagens de nisina de 400 e 500 

UI/mL não diferiram entre si (p ≥ 0,05), mas apresentaram maior efeito 

inibitório que as demais doses utilizadas. 
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GRÁFICO 1 - Efeito de diferentes doses de nisina em LDR 10% sobre as 

contagens de S. aureus: (♦) 0 UI/mL, (■) 100 UI/mL; (▲) 200 

UI/mL; (●) 400 UI/mL; e (-) 500 UI/mL 

Fonte: Da autora. 

Verificou-se que a fase log de crescimento de S. aureus nos 

tratamentos sem a adição de nisina e com a dose de 100 UI/mL iniciou-se 

logo após a inoculação do micro-organismo. Nos tratamentos com 200, 400 e 

500 UI/mL a fase log iniciou-se após oito horas de inoculação.  

A fase estacionária no tratamento sem adição de nisina e com a dose 

mais baixa da bacteriocina ocorreu entre 24 e 72 horas após a inoculação. 

Na dose de nisina 200 UI/mL, a fase estacionária ocorreu entre 36 e 72 

horas, enquanto nas doses de 400 e 500 UI/mL o intervalo observado foi 

entre 48 e 96 horas. 

 Ainda de acordo com as curvas de crescimento de S. aureus, 

observou-se que a partir de 36 horas após a inoculação houve tendência de 

equiparação nas contagens do micro-organismo em todos os tratamentos, 
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em relação ao controle. O fato seria atribuído à ação inibitória da nisina, que 

diminuiu a população inicial do micro-organismo, que necessitou de maior 

tempo para atingir máxima contagem, observada no tratamento sem a adição 

da bacteriocina.  

A menor contagem de S. aureus observada no leite ocorreu no 

tratamento com a adição de 400 UI nisina/mL, oito horas após inoculação, 

com redução de 1,46 ciclo log (TAB. 5).  

 

TABELA 5 
 

Valores logarítmicos médios das contagens iniciais, finais, mínimas e 
máximas de Staphylococcus aureus em leite desnatado reconstituído a 10%, 
na ausência de nisina e adicionado de 100, 200, 400 e 500 UI/mL de nisina. 

 

Tratamentos 

(Nisina 

UI/mL) 

Log10 UFC/mL S. Aureus 

Contagem 

inicial 

Contagem 

final 

Contagem 

mínima (tempo) 

Contagem 

máxima (tempo) 

0  5,3 7,34 5,30 (0 hora) 8,12 (24 horas) 

100  5,19 7,35 5,19 (0 hora) 7,91 (24 horas) 

200  5,18 7,52 4,93 (3 horas) 7,78 (48 horas) 

400  5,24 7,44 3,84 (8 horas) 7,88 (48 horas) 

500  5,13 7,54 4,26 (8 horas) 7,73 (96 horas) 

Fonte: Da autora. 

 

Em estudo de Arqués et al. (2011), avaliando a atividade inibitória da 

nisina contra micro-organismos no leite, observou-se que após quatro horas 

de incubação, houve redução de 4,68 log UFC/mL de S. aureus no leite 

adicionado de nisina na dosagem de 10.000 UI/mL, quando comparado ao 

controle. A partir de 24 horas após inoculação reiniciou-se a multiplicação do 

micro-organismo, fato atribuído à presença de células resistentes. 
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Já García et al. (2010) desenvolveram trabalho com dosagens de 

nisina na ordem de 0,37 e 0,75 µg/ml de leite pasteurizado para avaliar 

potencial inibidor sobre S. aureus, nas concentrações de 10
2
 e10

5
 UFC/mL. 

Os autores verificaram que a adição da bacteriocina foi capaz de inibir a 

multipicação de S. aureus no leite. Ao final de oito horas de incubação, 

manteve-se a mesma contagem inicial. Diferentemente do encontrado no 

presente trabalho, tendo em vista que as dosagens de 200, 400 e 500 UI de 

nisina/mL apresentaram ação bactericida sobre o crescimento populacional 

de S. aureus e não apenas bacteriostática. 

Grisi e Gorlach-Lira (2005), em estudo com dosagens de nisina de 

100, 300 e 600 µg/ml de BHI, para avaliar potencial inibidor sobre S. aureus 

(cepa ETP 33), igualmente verificaram efeito bacteriostático. A bacteriocina 

apresentou efeito inibitório durante oito horas de incubação, mantendo a 

contagem inicial de S. aureus para as concentrações avaliadas. Entretanto, 

após esse período, houve rápido crescimento, alcançando população 

semelhante ao controle em 24 horas após a incubação. No presente estudo, 

observou-se essa condição com 36 horas após a incubação. 

Pimentel Filho (2010) observou que a fase lag de S. aureus 6538 

apresentou aumento de sete horas, em caldo Tryptic Soy Broth, tratado com 

diferentes concentrações de nisina. Quando o experimento ocorreu com leite 

integral UHT - Ultra High Temperature, verificou-se que a nisina, nas doses 

de 400 e 800 UI/mL, não inibiu o crescimento de S. aureus. Na dose de 1200 

UI/mL, a nisina exerceu efeito bactericida frente à S. aureus. Entretanto, o 

crescimento foi reassumido e atingiu 8,38 log UFC/mL ao fim do experimento. 

O autor atribuiu o resultado à seleção de células bacterianas resistentes no 

leite.  

 Ao longo do experimento, a maior contagem de S. aureus ocorreu no 

tratamento sem adição de nisina, com 24 horas após a inoculação, atingindo 

8,12 log UFC/mL. Essa contagem não foi verificada em nenhum dos 

tratamentos com adição de nisina, nem mesmo em períodos posteriores de 

incubação (Tabela 5). Resultados semelhantes foram encontrados por Pinto 

(2008) e Teodoro (2012), com LDR a 12%, que também observaram as 
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maiores contagens de S. aureus nos tratamentos sem adição de nisina, após 

48 horas de inoculação do micro-organismo, de 8,75 log de UFC/mL e 7,24 

log de UFC/mL, respectivamente.   

Embora a nisina nas doses de 200, 400 e 500 UI/mL tenha 

apresentado ação bactericida sobre S. aureus, decidiu-se por dar 

continuidade à segunda etapa do experimento utilizando-se as dosagens 

mais altas, tendo em vista que a dosagem de 400 UI/mL foi a que 

proporcionou menor contagem de S. aureus no LDR, e na dose de 500 UI/mL 

a contagem máxima de S. aureus ocorreu somente 96 horas após a 

inoculação do micro-organismo.  

 

4.2 Efeito antagônico da nisina sobre o crescimento de Staphylococcus 

aureus em queijo Minas Frescal 

 

4.2.1 Contagem de Staphylococcus aureus no leite, soro e massa 

 

O efeito de diferentes concentrações de nisina sobre a contagem de 

S. aureus no leite, soro e massa durante o processo de fabricação do queijo 

Minas Frescal está apresentado na Tabela 6.  

Na análise do leite, observou-se que os tratamentos adicionados da 

bacteriocina apresentaram contagens menores que no controle (p < 0,05), 

reduzindo em 0,75 (11,90%) e 0,91 (14,40%) ciclo log de S. aureus para as 

doses de 400 UI/mL e 500 UI/mL, respectivamente. Entretanto, a diferença 

entre as doses não foi estatisticamente significativa.  

Resultados superiores a estes foram encontrados no estudo de 

Takahashi et al. (2003), ao verificarem que a nisina, na dosagem de 400 

UI/mL, inibiu em 26,2% a população de S. aureus (FRI-196E) em leite cru. 

Entretanto, os autores trabalharam com contaminação inicial mais baixa, de 

6,03 x 10
2
 UFC/mL. 
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TABELA 6 

 
Contagem de S. aureus em função das diferentes doses de nisina e das 

diferentes etapas de fabricação do queijo Minas Frescal 
 

Para cada tempo isoladamente, as médias seguidas por letras diferentes nas 
linhas diferem entre si (p < 0,05), pelo teste de Tukey. 
Fonte: Da autora. 

  

A literatura relata a utilização de nisina com o objetivo de aumentar a 

vida de prateleira de leite e queijo, a exemplo do estudo de Mitra et al. (2011), 

que demonstrou extensão de dois meses na vida de prateleira de leite 

pasteurizado sob refrigeração após a adição de nisina. 

Em outro estudo, verificou-se que houve aumento na vida útil de 21 

dias no queijo controle para 35 dias nos queijos adicionados de nisina na 

dose de 50 UI/g, e para 42 dias nos adicionados de 150 UI/g (KYKKIDOU et 

al., 2007). 

As contagens de S. aureus no soro foram menores (p < 0,05) nos 

tratamentos com adição de nisina do que a concentração observada no 

controle, quando analisadas em cada tempo separadamente. Na dose de 400 

UI/mL houve redução de 0,98 ciclo log, e na dose de 500 UI/mL, 2,02 ciclos 

log, com diferença estatística entre as doses utilizadas (TAB 6). 

Na análise da massa, verificou-se que na dose de 400 UI/mL houve 

redução de 1,68 ciclo log de S. aureus, em relação ao controle (p < 0,05). Na 

dose de 500 UI/mL houve redução de mais de 2 ciclos log (p < 0,05), o que 

confirmou a ação bactericida da bacteriocina durante a fabricação dos 

queijos, reduzindo a contagem de S. aureus para números inferiores ao limite 

preconizado pela legislação, que é de 10
3
 UFC/g (Brasil, 1996a).  

 Log10 UFC/mL S. aureus 

Etapas 
Dose de nisina (UI/mL) 

0 400 500 

Leite 6,30
a 

5,55
b 

5,39
b 

Soro 5,48
a 

4,50
b 

3,40
c 

Massa 4,59
a 

2,91
b 

2,49
c 
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Em trabalho de Teodoro (2012), com queijos feitos a partir de leite 

cru, foi demonstrada a eficácia da nisina, em dosagens mais baixas que as 

utilizadas no presente estudo. Na dose de 100 UI/mL, a autora verificou a 

inibição do desenvolvimento de S. aureus até a obtenção da massa, tendo 

em vista que a fase log do micro-organismo somente iniciou-se após esse 

momento. Por outro lado, nos queijos sem adição de nisina, a fase log 

iniciou-se ainda no leite cru. No entanto, deve-se considerar que, no leite cru, 

a própria microbiota endógena pode contribuir para a inibição do crescimento 

de S. aureus, potencializando a ação da nisina.  

Semelhante ao encontrado no presente trabalho, o estudo de Pinto 

(2008), com queijos artesanais produzidos no município do Serro - MG, 

demonstrou que a nisina apresentou eficiência na inibição de S. aureus nas 

etapas de coagulação do leite e separação do soro, fato que resultou em 

concentrações iniciais mais baixas do micro-organismo nos queijos.  

 

4.2.2 Contagem de Staphylococcus aureus nos queijos Minas Frescal 

 

 Conforme exposto na Tabela 7, observou-se que embora as 

contagens de S. aureus tenham aumentado nos queijos, com o decorrer do 

armazenamento esse aumento foi menor nos tratamentos com adição de 

nisina, quando comparados ao controle (p < 0,05). Verificou-se diferença 

estatística entre todos os tratamentos.  

Os queijos adicionados de nisina, mesmo após 30 dias de 

armazenamento, apresentaram contagens mais baixas que as verificadas no 

tratamento controle, evidenciando o efeito inibitório desejável do 

antimicrobiano utilizado. 
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TABELA 7 

 

 
Contagem de Staphylococcus aureus em função das diferentes doses de 
nisina e dos diferentes dias (1º, 7º, 15° e 30º) após fabricação dos queijos 

Minas Frescal 
 

 Log10 UFC/mL S. aureus 

Dias 
Dose de nisina (UI/mL) 

0 400 500 

1 6,68
a 

5,54
b 

4,73
c 

7 6,95
a 

6,16
b 

5,65
c 

14 7,54
a 

6,52
b 

5,91
c 

30 6,72
a 

6,51
b 

6,13
c 

Para cada tempo isoladamente, as médias seguidas por letras diferentes nas 
linhas diferem entre si (p < 0,05), pelo teste de Tukey. 
Fonte: Da autora. 

Verificou-se que a ação inibitória da nisina foi progressivamente 

menor com relação à inibição de ciclos log de S. aureus em função do tempo 

após fabricação dos queijos (TAB. 8). Entretanto, há que se considerar que, 

no tratamento controle (TAB. 7), a partir do 14º dia de armazenamento dos 

queijos, houve tendência de decrescimento da população de S. aureus, 

indicando o início da fase de morte celular. Essa condição não foi observada 

nos tratamentos adicionados de nisina. Uma possível justificativa seria o fato 

do antimicrobiano ter diminuído as contagens iniciais do micro-organismo 

estudado, aumentando o tempo para atingir a contagem máxima e, 

posteriormente, a morte celular, não detectada neste estudo. 

As menores inibições da nisina sobre S. aureus foram verificadas no 

30° dia de experimento (TAB. 8), sugerindo a minimização do potencial 

inibitório da bacteriocina frente ao aumento populacional de S. aureus e/ou 

pela possível seleção de células resistentes à ação da bacteriocina. 
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TABELA 8 

 

Redução de ciclos log de Staphylococcus aureus em relação às contagens 
do tratamento controle conforme dia de análise dos queijos Minas Frescal 

 

 Redução de ciclos log de S. aureus 

Dias 

Dose de nisina (UI/mL) 

400 500 

1 1,14 1,95 

7 0,71 1,30 

14 1,02 1,63 

30 0,21 0,59 

Fonte: Da autora. 

 

Corroborando as hipóteses citadas, Venema et al. (1995) consideram 

que algumas cepas de bactérias, após contato com os antimicrobianos, são 

capazes de produzir proteína de imunidade ou podem passar por processo 

de mutação espontânea, tornando-se resistentes à ação de bacteriocinas. 

Além disso, Nascimento et al. (2008a) ressaltam que a eficiência 

inibitória das bacteriocinas se associaria ao nível de contaminação do 

alimento pelo micro-organismo alvo, pois a contaminação inicial muito 

elevada torna a atividade da bacteriocina restrita, não impedindo o 

desenvolvimento do micro-organismo. Fato ratificado por Hamama et al. 

(2002), ao analisarem queijos inoculados com 10
3
 UFC/g  e 10

5
 UFC/g de S. 

aureus, na presença e ausência de nisina. Nos queijos adicionados da 

bacteriocina não houve detecção de S. aureus, após quatro dias de 

fabricação e armazenamento a 4ºC; já nos queijos produzidos sem a nisina, a 

presença de S. aureus foi confirmada. Quando o inóculo foi de 10
5
 UFC/g, 

verificou-se a presença de S. aureus nos queijos até o terceiro dia de 

armazenamento e presença de enterotoxina após 24 horas da inoculação. 

Outra possível hipótese para a minimização do potencial inibitório da 

nisina sobre S. aureus neste estudo estaria relacionada à dessoragem do 
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produto, processo comum durante o armazenamento de queijo Minas 

Frescal, o que pode ter facilitado a agregação das partículas de gordura em 

função do menor teor de água livre, criando barreira contra a ação da nisina 

(CHOLLET et al., 2008). A eficácia das bacteriocinas como conservantes de 

alimentos pode ainda variar em função da distribuição irregular das moléculas 

de bacteriocina na matriz alimentar (GÁLVEZ et al., 2007).  

Bouttefroy e Millère (2000) complementam que o crescimento de 

bactérias em alimentos tratados com bacteriocina aconteceria em 

decorrência da adição de concentrações desses antimicrobianos em 

quantidade insuficiente para inativar todas as células bacterianas. 

Observando ainda a Tabela 8, infere-se que os queijos adicionados 

da maior dose de nisina apresentaram as contagens de S. aureus mais 

próximas de 10
5
 UFC/mL, sendo que no primeiro dia após a fabricação a 

contagem foi mais baixa, de 4,75 log UFC/mL. Isso sugere que a nisina pode 

ser alternativa importante para dificultar a produção de enterotoxinas em 

queijo Minas Frescal, principalmente se a contaminação inicial do produto for 

mais baixa, fato corroborado por Hamama et al. (2002).  

No que tange à produção de enterotoxinas, Borges et al. (2008a) 

enfatizam que contagens elevadas de S. aureus em alimentos, superiores a 

10
5 

UFC/mL, favoreceriam a produção de enterotoxina estafilocócica sob 

condições ambientais adequadas. Não obstante, Borelli et al. (2011) 

identificaram contagens de S. aureus na ordem de 10
8 
UFC/g de queijo Minas 

artesanal da Serra da Canastra, e em nenhuma das amostras analisadas 

detectaram-se enterotoxinas.  

Segundo Hamama et al. (2002), o comportamento de S. aureus pode 

ser alterado em função do tamanho de sua população inicial, da competição 

com a microbiota natural do alimento e das condições da fermentação. Dessa 

forma, a ocorrência de enterotoxinas estafilocócicas em produtos lácteos 

parece estar associada mais diretamente à habilidade das cepas em produzir 

enterotoxinas do que, de fato, ao grau de contaminação por Staphylococcus 

(Borges et al., 2008a).  

Inibição inferior à encontrada no presente trabalho foi verificada por 

Pimentel Filho (2010), ao verificar que o queijo Minas Frescal com contagens 
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iniciais de S. aureus na ordem de 10

4
 UFC/g apresentou redução de apenas 

um ciclo log em 15 dias de estocagem do produto a 4 °C, quando tratado 

com dose de 600 UI/g de nisina combinada com outra bacteriocina, sendo o 

crescimento reassumido após esse período.    

 Resultado de inibição igualmente inferior ao do presente trabalho foi 

encontrado por Arqués et al. (2005), que testaram a ação de bactérias láticas 

produtoras de nisina sobre queijos produzidos a partir de leite cru adicionado 

de S. aureus. Apuraram que os queijos com contagem inicial de 6,46 ciclos 

log apresentaram contagem de 6,07 no terceiro dia após fabricação e 5,89 

ciclos log 20 dias após a produção dos queijos, com redução de 0,39 e 0,57 

ciclos log, respectivamente.  

Os resultados de Pinto et al. (2011) foram superiores ao do presente 

estudo, ao analisarem o potencial inibidor da nisina frente à S. aureus em 

queijo Minas artesanal no Serro - MG. Verificou-se redução na contagem de 

S. aureus de 0,7 ciclo log na dose de nisina 100 UI/mL e 2,0 ciclos log na 

dose de 500 UI/mL, em relação ao tratamento com ausência de nisina, após 

sete dias de fabricação do produto. Entretanto, os autores relatam que outros 

fatores podem ter agido sinergicamente, contribuindo com a atuação da 

nisina, a exemplo das alterações físico-químicas decorrentes do processo de 

maturação dos queijos. 

Teodoro (2012) demonstrou eficácia da nisina (dose de 500 UI/mL) 

no controle de S. aureus em queijo Minas artesanal na Serra da Canastra – 

MG até o sétimo dia de maturação do queijo, com aumento da fase de lag de 

multiplicação do micro-organismo. Além disso, os queijos tratados com nisina 

atingiram a contagem máxima prevista pela legislação (10
3 

UFC/g) apenas 

aos 30 dias de maturação.    

Apesar dos resultados encontrados neste trabalho, ressalte-se que a 

utilização da nisina deve ser empregada como parte do sistema de 

conservação de alimentos, mas não deve substituir as boas práticas de 

fabricação, fundamentais para a produção de alimentos seguros 

(NASCIMENTO et al., 2008a; SCHULZ et al., 2003). 
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4.3 Tempo de coagulação do leite e medida dos queijos 

 

Com relação ao tempo de coagulação do leite, durante a fabricação 

dos queijos Minas Frescal verificou-se que não houve diferença nos 

tratamentos, sendo que o tempo médio gasto foi de 62 minutos para o 

tratamento sem nisina; para o tratamento com 400 UI nisina/mL foram gastos 

65 minutos e para 500 UI nisina/mL 63 minutos. Portanto, a nisina não 

exerceu influência sobre o processo de coagulação do leite. 

 As médias de peso e altura dos queijos para o controle 400 UI 

nisina/mL e 500 UI nisina/mL, foram de 216g e 2,25cm, 224g e 2,31cm, 219g 

e 2,28cm, respectivamente. O diâmetro dos queijos de todos os tratamentos 

foi padronizado pelo diâmetro da forma utilizada, em 11cm. Observou-se que 

os queijos provenientes dos diferentes tratamentos apresentaram medidas 

semelhantes, demonstrando que a nisina não exerceu influência sobre o 

tamanho deles. 
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5 CONCLUSÃO  

 

A adição de nisina nas dosagens de 400 UI/mL e 500 UI/mL em 

queijo Minas Frescal foi eficaz em reduzir as populações iniciais de S. aureus 

e em manter os níveis de contaminação mais baixos ao longo dos 30 dias de 

armazenamento sob refrigeração. 

Os queijos adicionados de nisina na dose de 500 UI/mL 

apresentaram contagens de S. aureus mais baixas, demonstrando que essa 

concentração apresentou maior ação inibitória que a dose de 400 UI/mL.  

Infere-se, portanto, que a nisina representou obstáculo adicional 

frente ao desenvolvimento de S. aureus, podendo ser importante aliada no 

processo de conservação do queijo Minas Frescal. 
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ANEXO - Procedimento para enumeração de Staphylococcus aureus 

 

1. Colocar a placa Petrifilm RSA em uma superfície plana. 

 

2. Levantar o filme superior e colocar 1 mL da amostra ou da amostra 

diluída no centro do filme inferior. 

 

3. Deslizar devagar o filme superior sobre a amostra inoculada para evitar a 

formação de bolhas. 

4. Posicionar o difusor plástico no centro da placa. 

5. Pressionar delicadamente o centro do difusor plástico para distribuir 

uniformemente. Não arrastar o difusor sobre o filme. 

6. Remover o difusor e não tocar na placa por pelo menos um minuto para 

deixar que o gel solidifique. 
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Tempo e temperatura de incubação 

 

1. As placas de Petrifilm RSA são incubadas na posição horizontal, o lado 

transparente para cima, em pilhas de até 10 placas. O ambiente na 

estufa deverá estar umidificado. A perda de umidade de uma placa indica 

perda de peso, não deve ser superior a 15% durante a incubação. 

2. Incubar por 24h  2h a 35º C  1º C ou 37ºC  1ºC. 

3. Após 24h  2h de incubação, colônias podem estar presentes, mas não 

visíveis, nas placas Petrifilm RSA, porque os indicadores estão no Disco 

Reativo de TNAse. Transferir as placas Petrifilm RSA em pilhas de não 

mais de 10 placas para estufa com temperatura equilibrada, a 62º C  

2ºC, e, incubar por no mínimo 60 minutos e no máximo 4 horas. Nessa 

etapa, há inativação das nucleases termolábeis, e as nucleases 

termoestáveis permanecem intactas. Caso colônias viáveis sejam 

necessárias para identificação posterior, deverão ser incubadas por no 

mínimo 60 minutos, e no máximo 70 minutos. É importante que se as 

placas Petrifilm RSA não são incubadas a 62º C  2º C por 1-4 horas, 

colônias produtoras de nuclease, incluindo colônias de outros gêneros, 

poderão dar reação falso-positiva. As placas inoculadas deverão ser 

incubadas na parte central e não no fundo da estufa, pois temperaturas 

excessivas podem interferir no desempenho das placas Petrifilm RSA. 

4. Após um mínimo de 60 minutos e um máximo de 4 horas, as placas são 

retiradas da estufa. 
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5. Retirar do pacote uma moldura quadrada contendo o Disco Reativo de 

TNAse, tomando cuidado de não tocar no disco redondo. 

6. Para prevenir contaminação do Disco Reativo de TNAse, segurar com 

uma das mãos o disco redondo usando uma pinça estéril e retirar a 

moldura com a outra mão. Descartar a moldura. Levantar o filme superior 

da placa e colocar um Disco Reativo de TNAse na parte rebaixada da 

placa. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Nota: o desempenho da placa Petrifilm RSA não é afetado pela separação 

do gel quando se levanta o filme superior. A reação da nuclease 

termoestável é claramente visível porque o Disco Reativo de TNAse é 

ativo em ambos os lados. 

7. Abaixar o filme superior. 

8. Para garantir contato uniforme do Disco Reativo de TNAse com o gel e 

para eliminar bolhas de ar, pressione levemente a área correspondente 

ao disco reativo. Isso pode ser feito aplicando-se um bastão de vidro em 

“l”. Esse procedimento permitirá o contato completo entre o Disco Reativo 

de TNAse, e o gel eliminará as bolhas pelas bordas do disco. 

9. Colocar as placas contendo o Disco Reativo de TNAse em estufa a 35º C 

 1º C ou 37º C  1º C, por no mínimo 60 minutos e no máximo 3 horas. 

Nota: como as bactérias têm comportamentos variáveis, a reação de 

termonuclease pode ser visível em apenas 30 minutos. A observação 
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periódica das placas poderá permitir a obtenção de resultados antes de 3 

horas. 

10. Uma vez retiradas as placas da estufa, a leitura dos resultados deverá 

ser feita em até 1 hora. 


