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RESUMO

Os alimentos s&o ricos em substancias que favorecem o crescimento microbiano, durante seu
processamento esses alimentios podem se contaminar, por isso, a seguranca alimentar é tao
preconizada nos dias de hoje. O queijo de coalho é o queijo obtido pela coagulagdo do leite por
meio do coalho, complementado ou ndo pela agdo de bactérias lacticas, esse tipo de queijo &
responsavel por cerca de 10 milhées de reais anuais em negoécios na regido do nordeste
brasileiro e sua conservacao & fundamental pra cadeia produtiva da regido. Atualmente, muitos
pesquisadores tém estudado mecanismos de evitar a proliferacdo microbiana no queijo de
coalho, a utilizagdo de bacteriocinas € uma delas, sdo compostos de natureza proteica que
possuem fungao bacteriostatica e bactericida. O presente trabalho tem como objetivo a utilizagao
de nisina como revestimento de queijo de coalho visando a diminuigao da proliferagao microbiana
do gueijo. O queijo foi coletado em queijeiras da regiao (2 Kg), posteriormente foi cortado em
pedacos de 250 g e imergidos na solug&o de revestimento (2% de amido e 12,5 mg de Nisina/Kg
de queijo), apds isso, os queijos foram incubados com refrigeracdo controlada e posteriormente
foram feitas as andlises microbiolégicas com os tempos de 0, 10 e 20 dias. Os resultados
demonstraram a eficiéncia do revestimento de nisina, que inibiu o crescimento de
Staphylococcus coagulase positivo, em detrimento ao gueijo controle (sem revestimento).

Palavras- chave: Seguranca alimentar; Nisina, Queijo de coalho.

APPLICATION OF EDIBLE COATING ON HOW NISIN RENNET CHEESE
ABSTRACT

The foods are rich in substances which favor microbial growth during food processing can
contaminate these, so as food security is recommended these days. The rennet cheese is cheese
obtained by coagulation of milk by rennet, complemented or not by the action of lactic acid
bacteria, this type of cheese is responsible for about 10 million dollars in annual business in the
Brazilian northeast region and its conservation supply chain is critical to the region. Currently,
many researchers have studied mechanisms prevent microbial proliferation in the rennet cheese,
the use of bacteriocins is one, are composed of protein nature that have bacteriostatic and
bactericidal function. This paper aims to use nisin as a coating of cheese curds, aiming to reduce
microbial proliferation cheese. The cheese was collected in cheese factories the region (2 Kg)
was subsequently cut into pieces of 250 g and immersed in the coating solution (2% starch and
12.5 mg nisin/kg of cheese), after that, the cheeses were incubated with controlled cooling and
subsequent microbiological analyzes to the times of 0, 10 and 20 days were done. The results
demonstrated the efficiency of the coating nisin, which inhibited the growth of Staphylococcus
coagulase positive, rather than the control cheese (uncoated).

Keywords: Food segurity; Nisin; Rennet cheese.
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INTRODUGCAO

O numero crescente e a gravidade de doencgas transmitidas por alimentos, em
todo o mundo, tém aumentando consideravelmente o interesse do publico em relagao a
seguranga alimentar (1). Todos os alimentos podem ser deteriorados entre a colheita, o
processamento e a estocagem antes do consumo (2).

O queijo obtido por coagulagao do leite por meio de coalho, complementada ou
nao pela agcao de bactérias lacteas selecionadas, classificado como queijo de média a
alta umidade, é denominado de queijo coalho (3). No Nordeste do Brasil a maior parte
da produgao de queijo coalho é obtida em pequenas e médias queijarias, as quais
movimentam, mensalmente, algo em torno de 10 milhdes de reais, o que sinaliza essa
atividade como importante no ambito social e econémico (4).

Dentre os produtos derivados do leite, o queijo é considerado um veiculo
frequente de patogenos de origem alimentar e, em especial, os queijos frescos
artesanais por serem elaborados a partir de leite cru e nao sofrerem processo de
maturagao. A contaminagao microbiana desses produtos assume destacada relevancia
tanto para a industria, pelas perdas econémicas, como para a saude publica, pelo risco
de causar doengas transmitidas por alimentos. O queijo de coalho, por ser elaborado,
em quantidade consideravel, a partir de leite cru e sem os devidos cuidados de higiene,
em pequenas propriedades rurais ou em pequenas industrias que nao adotam as Boas
Praticas de Fabricacéo, ndo apresenta seguranga microbiologica e padronizagao da
qualidade (5).

Varios estudos sobre a qualidade microbioldgica de queijo coalho relataram
ocorréncia de micro-organismos patogénicos e contagem de micro-organismos
deterioradores em numeros que excedem, as vezes, os limites estabelecidos pela
legislagao. Dentre as bactérias patogénicas observadas destacam-se Salmonella spp.,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus (6).

As bacteriocinas sao compostos de natureza protéica (proteinas ou peptideos),
sintetizadas ribossomicamente por bactérias Gram-positivas e negativas como parte do
sistema de defesa do microrganismo. Apresentam agao bactericida ou bacteriostatica
sobre bactérias tais como Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Bacillus
cereus e Staphylococcus aureus (7).

A acao das bacteriocinas pode ocorrer de diferentes formas, dependendo mais
dos fatores relacionados a espécie bacteriana, como a fase de crescimento celular, e
de suas condigdes de crescimento, do que uma caracteristica relacionada a sua propria
molécula (8). Podem, dessa forma, promover um efeito letal bactericida, sem lise celular
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(9-12) ou com lise celular (bacteriolitico) (10, 13-15) ou, ainda, inibir a multiplicagao
microbiana, com efeito bacteriostatico (10).

A nisina € um tipo de bacteriocina que possui capacidade de inibir grande parte
das bactérias gram positivas presentes em queijos e sua utilizagao na industria alimentar
€ aprovada mundialmente por ser considerada totalmente segura em alimentos.
Bactérias gram negativas, fungos filamentosos e leveduras sao menos sensiveis a acao
da nisina, no entanto, foi relatado a efetividade deste composto contra bactérias gram-
negativas e fungos filamentosos quando usado em combinagao com o EDTA, que & um
agente quelante (16,17).

Uma propriedade quimica importante da nisina & sua consideravel resisténcia
térmica, especialmente em valores de pH &acidos, suportando aguecimento de 115 °C
durante 20 minutos com inativacao inferior a 5 % em pH 3,0 (18). Objetivou-se com este
trabalho aplicar um revestimento de nisina em queijo coalho e avaliar sua agao inibitoria
no crescimento microbiano durante o periodo de armazenamento refrigerado de 20 dias.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado na Planta Piloto de Leite e Derivados e no Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos do Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia
do Ceara - IFCE, campus Limoeiro do Norte - CE. O queijo utilizado no trabalho foi
adquirido em uma queijaria da regido, em um unico bloco com aproximadamente 2Kg,
que foi produzido no mesmo dia do inicio das analises. Em seguida, foi transportado em
caixa isotérmica ateé o local do experimento.

Revestimento do queijo

O queijo foi cortado, assepticamente, em pedacos de aproximadamente 250g e
imersos na solu¢ao de revestimento. O revestimento foi preparado utilizando 2% de
amido e 12,5 mg de Nisina/Kg de queijo. Para seu preparo, utilizou-se agua destilada
gue misturada junto ao amido foi aquecida, mexendo constantemente, até atingir 70°C.
Apos esfriar, adicionou-se a nisina diluida em agua destilada. Depois de imersos, 0s
gueijos secaram a temperatura ambiente, em camaras assepticas. Seguida a secagem,
0S queijos revestidos e queijos controle, sem o revestimento, foram armazenados sob
refrigeragao.
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Analises Microbiologicas

Os queijos, revestidos e controle, foram analisados durante 20 dias de
armazenamento refrigerado, nos tempo 0, 10 e 20 dias.

Para as analises de contagem de Staphylococcus coagulase positivos, realizou-
se em triplicata a pesagem de 10g de queijo e diluicdes seriadas em solugao estéril de
NaCl 0,85% até obter a diluicdo 10°. Apos as diluicdes, retirou-se 0,1ml de cada
diluicao, adicionou-se em placas contendo Agar Baird-Parker acrescido de emuls&o de
gema de ovo. Depois de secas, as placas foram incubadas a 36°C por 48 horas. Depois
do periodo de incubacao, foi realizada a contagem e a sele¢ao de colonias tipicas. Estas
coldnias foram semeadas em Caldo BHI e incubadas por 24horas a 36°C. Em seguida,
foi realizado o teste de coagulase utilizando o plasma de coelho (19).

Para as analises de contagem de Coliformes totais e Termotolerantes, de cada
diluicao citada anteriormente foram retirados 1ml e adicionados em caldo lactosado, em
seguida incubados a 36°C por 48 horas. Quando ocorria formagao de gas, os tubos
positivos eram repicados para o Caldo Bile Verde Brilhante e incubados a 36°C por 48
horas, para a contagem de coliformes totais. Na ocorréncia de tubos positivos de Caldo
Bile Verde Brilhante, os mesmos eram repicados em caldo EC e incubados a 45°C por
48 horas para a contagem de coliformes termotolerantes (19).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As bactérias do grupo Staphylococcus spp. isoladas apresentaram resultados
positivos no teste de coagulase. Na Figura 1 estdo os resultados das analises
microbiologicas dos queijos coalho revestido com nisina e controle, com as médias da
contagem de Staphylococcus Coagulase Positivo.

Staphylococcus Coagulase Positivo™

Tempo

Controle Revestido
0 dias 1.25 1.25
10 dias 5,40 5,05
20 dias 5,10 4.90

Figura 1 — Médias e desvio padrao em logUFC.g' da contagem de Staphylococcus Coagulase
Positivo no queijo revestido com nisina e controle, durante 20 dias de armazenamento
refrigerado. *logUFC.g-".
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O elevado indice de Staphylococcus Coagulase Positivo no queijo em estudo
pode estar associado a mastite bovina, obtencdo inadequada do leite e habitos
higiénicos insatisfatorios, principalmente na manipulagdo dos queijos durante o
processo de fabricagao (20).

A utilizagao da nisina como revestimento em queijo coalho provocou redugao na
contagem de Staphylococcus coagulase positivo, quando comparado ao queijo coalho
controle, durante o periodo de armazenamento proposto, que € maior do que o prazo
de validade do queijo coalho regulamentado pela legislagdo como 10 dias (21). Sobral
(2012) analisando queijos artesanais da regiao do Cerrado verificou que as contagens
de S. aureus em queijos com aplicacdo da dose de 500 Ul.mL' de nisina foi
estatisticamente igual as contagens dos queijos controle, ao longo do periodo de 60 dias
de maturagao (22). O resultado do presente estudo foi semelhante aos estudos em
gueijos artesanais das regioes de Araxa (23) e Canastra (24), onde a nisina foi eficaz
no combate aos Staphylococcus coagulase positivo.

Isso comprova que a aplicagao de nisina deve ser estudada caso a caso, pois a
microbiota de cada regido possui resisténcia distinta a essa bacteriocina. Apenas a
utilizagao de nisina como revestimento ndo garante que 0s queijos artesanais sejam
seguros. Para que isso ocorra, € necessario que a contagem inicial de Staphylococcus
spp. no leite seja baixa e que se pratique as boas praticas de fabricagao, pois a eficacia
da nisina depende da contagem inicial (25).

Como podemos visualizar na Figura 2, o numero mais provavel de coliformes
totais e termotolerantes foi reduzido durante o periodo de armazenamento, sendo
verificada uma maior reducao no queijo controle. Resultados semelhantes foram
encontrados, verificando que os coliformes dos queijos Minas artesanais Canastra
foram inferiores nos queijos do grupo-controle quando comparadas aos queijos
adicionados de 100 UL.mL-" e 500Ul.mL"" de nisina que, por sua vez, nao diferiram entre

si (23).
Coliformes*®
Tempo Totais Termotolerantes
Controle Revestido Controle Revestido
0 dias 112 1,2 Ausentes Ausentes
10 dias 0,3 0,73 Ausentes Ausentes
20 dias Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes

Figura 2 — Namero mais provavel de Coliformes totais e termotolerantes no queijo revestido com
nisina e controle durante 20 dias de armazenamento refrigerado. *NMP/g.
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A nisina nao atua sobre gram negativos (24,16,26), dessa forma, ndo reduz ou
impede a multiplicagdo de enterobactérias. Com isso, contribui indiretamente para o
aumento de suas contagens na medida em que inibe gram positivos, fazendo com que
a competicao entre esses micro-organismos diminua (27). Portanto, o uso de nisina nao
garante a qualidade do queijo, faz-se necessario manter as condigcoes de higiene e Boas
Praticas na fabricagdo e também na obtencao do leite. A presenca de coliformes indica
a qualidade higiénico-sanitaria deficiente do produto.

CONCLUSAO

A aplicagao de apenas nisina n&o garante a qualidade de gueijos coalho, pois a
mesma nao inibe bactérias gram negativas, possibilitando o favorecimento da sua
multiplicagao pela redugao do numero de micro-organismos que competem pelo mesmo
substrato. Além disso, de acordo com diversos trabalhos, sua eficacia contra
Staphylococcus esta relacionada a contagem inicial, assim, seu emprego deve ser
aliado as boas praticas de fabricagao para que se obtenha um produto que atenda aos
padrdes estabelecidos pela legislagao e que seja seguro para a populagao.

Com isso, é possivel concluir que estudos devem ser realizados para encontrar
a quantidade ideal de nisina que possibilite o controle de gram positivos sem favorecer
o crescimento de gram negativos no queijo.
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