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RESUMO GERAL

RIBEIRO, Ana Cristina Influência da Temperatura, pH e Nisina no
Crescimento de Staphylococcus Aureus em Ricota Cremosa. Lavras: UFLA,
2002. 69p. (Dissertação-Mestrado emCiência dos Alimentos)1

O Staphylococcus aureus continua sendo uma das principais causas de
intoxicações alimentares no mundo todo, sendo mcriminados diversos tipos de
alimentos, dentre estes os produtos lácteos. Para prevenir o crescimento
microbianoe desenvolver processosde tratamentoadequados, toma-se importante
o estudo dos fatores que interferem neste crescimento no alimento, limitando o
risco potencial e permitindo a obtenção de alimentos mais seguros. Buscou-se,
desta maneira, avaliaro efeito da nisina,pH e temperatura de armazenamento de
queijostipo Ricota Cremosa no crescimento do patógenoStaphylococcusaureus.
Para a condução deste experimento, a ricota, produzida sob condições higiênicas,
foi inoculada com Staphylococcus aureus produtor de enterotoxina A (SEA) a
IO3 UFC/g de Ricota cremosa. As ricotas receberam como tratamento 3 níveis de
pH (5,5; 5,0 e 4,5); 2 de nisina, sendoum o controle (Og de nisina/ kg de ricota)e
o outro com 0,lg de nisina/kg de ricota; e 3 temperaturas de armazenamento, 7,
14 e 25 °C, sendo analisadas por um período de 20 dias. Durante este período,
observando as curvas de crescimento obtidas, demonstrou-se que a nisina
comercial, na concentração utilizada, não foi eficaz. Em pH de 4,5 levou a um
declínio acentuado da curva de crescimento (morte celular), principalmente nas
temperaturas 7 e 14 °C. A 25 °C, com pH 4,5, o tempo da fase log aumentou em
2 a 3 dias. O efeito inibidor do ácido lático teve grande importância, sem, no
entanto, colaborar no efeito da nisina. A temperatura de 7 °C apresentou os
melhores resultados na inibição do crescimento do microrganismo estudado,
levando-se a reforçarque temperaturas de refrigeração ainda são consideradas a
principal arma contra o crescimento microbiano, principalmente com o advento
da cadeia de frio.

Orientadora: ProP. Dr*. Roberta Hilsdorf Piccoli do Valle - UFLA
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GENERAL ABSTRACT

RIBEIRO, Ana Cristina Influence of the Temperature, pH and Nisin in the
Staphylococcus Aureus Growtb in Creamy Ricotta. Lavras: UFLA, 2002. 69p.
(Dissertation -Master Program inFood Science)1.

Staphylococcus aureus continues to be one of the main causes of fbod
poisonings in the world, being moiminated in diverse types of foods amongst
these the dairy products. To prevent the microbial growth and to develop
adequate treatment processes, the study of these factors becomes important to
intervene with this growth in the fbod, limiting the potential risk and perrnrtting
safer fbod attainment. Research was carriedout, in this way, to evaluatethe effect
of the nisin, pH and storage temperature of creamy ricotta type cheeses in the
growth of the pathogen Staphylococcus aureus. To carried out mis experiment,
ricotta, produced under hygienic conditions, was inoculated with producing
Staphylococcus aureus ofenterotoxin A (SEA- staphylococcal enterotoxin A), at
IO3 UFC/g creamy Ricotta. The Ricotta had received astreatment 3 leveis of pH
(5,5; 5,0 and 4,5); 2 ofnisin, one beingthe control (Og ofnisin/kg) andthe other
with 1 g ofnisin/lOkg of ricotta; and 3 storage temperatures, 7 °C, 14 °C and 25
°C, were analyzed for a period of 20 days. During this period, observing the
growth curves, obtained demonstrated that the commercial nisin, used in the
concentration, was not efficient. A pH of 4,5 led to an accented decline in the
growm curve (cellular death), mainly at 7 °C and 14°C. At 25 °C, with pH 4,5,
the time of the phase log increased in 2 to 3 days. The inhibiting effect of the
latic acid had great importance, without, however, collaborating in tfae effect of
the nisin. Temperature of 7 °C presentedthe best resurts in the inhibitionofthe
growm ofthe studied microorganisms, reaffinning that refrigeration temperatures
are still considered lhe main weapon against the microbial growm, mainly with
the advent ofthe cold chain.

1Advisen Prof. Dr*. Roberta HilsdorfPiccoh do Valle - UFLA

rv



1 INTRODUÇÃO

A demanda cada vez mais crescente dos consumidores por alimentos

convenientes, frescos, naturais, semi processados e com menor quantidade de

conservantes e aditivos muitas vezes resulta na obtenção de produtos com

reduzida vida de prateleira.

Devido à globalização, à entrada do Brasil no Mercosul e ao Código de

Defesa do Consumidor, amplamente divulgados por emissoras públicas, os

cuidados e preocupações referentes à qualidade microbiológica dos alimentos

têm aumentado, principalmente para atenderem às exigências do mercado, de

consumidores mais conscientes e aos órgãos de fiscalização com o intuito de

evitar problemas de saúde pública. Porém, somente algumas empresas estão

implantando sistemas mais eficazes de controle de qualidade do tipo APPCC

(Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle) e BMF (Boas Praticas de

Fabricação); nas demais, o controle ainda é incipiente ou quase inexistente,

cabendo à população e aos órgãos de fiscalização exigir melhores condições

higiênico-sanitárias dos produtos.

O tratamento térmico ainda é a técnica de conservação mais empregada

nos alimentos. Entretanto, o interesse emtécnicas alternativas, nãotérmicas, que

possam ser aplicadas comercialmente com o mesmo objetivo, tem despertado a

atenção para aditivos como as bacteriocinas, sendo a nisina uma delas.

A nisina é produzida poralgumas linhagens deLactococcus lactis subsp.

lactís, sendo classificada como GRAS ( "Generally Recognized as Safe" ) e

aprovada como aditivo alimentar pela FDA (Food and Drugs Administration).

No Brasil, seu uso é permitido em todos os tipos de queijos, inclusive os

processados, como a ricota cremosa, na dose máxima de 12,5 mg/kg. Essa

bacteriocrna apresenta atividade antimicrobiana contra amplo espectro de

microrganismos Gram positivos, incluindo o patógeno Staphylococcus aureus.



O Staphylococcus aureus continua sendo uma das principais causas de

toxinoses alimentaies no mundo todo, sendo mcrrminados diversos tipos de

alimentos, dentre estes os produtos lácteos. A intoxicação causada pela toxina de

Staphylococcus aureus veiculada por queijos tem recebido especial interesse

pelas autoridades sanitárias de muitos países, inclusive no Brasil, onde a

pasteurização do leite freqüentemente não é feita e nem sempre são respeitados

ospadrões sanitários para osprodutos lácteos. /

As condições favoráveis para o seu crescimento e, em conseqüência,

para a produção datoxina, variam de acordo com o tipo de alimento, sendo que,

quanto mais nutritivo seja, mais amplo será o intervalo de temperatura, pH e

atividade deágua emqueo Staphylococcus aureus poderá crescer.

Para prevenir o crescimento microbiano e desenvolver processos de

tratamento adequados, toma-se importante o estudo dos fatores que interferem

neste crescimento no alimento, para quea sua manipulação possa limitar o risco

potencial, permitindo a obtenção dealimentos mais seguros.

De acordo com o exposto, o objetivo da pesquisa é avaliar o efeito da

nisina, pH e da temperatura de armazenamento de queijos tipo Ricota Cremosa

no crescimentodo patógeno Staphylococcus aureus.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Importância da ricota como alimento

A ricota é um queijo de origem italiana fabricado em diversos países sob

várias denominações. É conhecida também por queijo de albumina, por se

constituir basicamente desta e de lactoglobulina, que são os principais

componentes protéicos do soro e não são coaguláveispelo coalho. São proteínas

facilmente desnaturadas e precipitadas pelo calor, sob a influência de

acidificação, o que constituio princípio básico da fabricação da ricota (Furtado,

1994).

A massa da ricota é obtida através da acidificação do soro de queijo,

adicionado ou não de 10% de leite integral, após seu aquecimento a

aproximadamente 92°C. O rendimento médio da fabricação é de cerca de 4 a

6%, sendo um produto de pouca durabilidade, e portanto considerado queijo

fresco. A composição média da ricota podeser observada no Quadro 1.

QUADRO 1 Composição média esperada da ricota padrão fabricada a partir de
leite bovino.

Umidade 70 a 73%

Proteínas —— 8t0a 12,0%

Gordura • 4a 8%

Colesterol —-— 57mg/ i00g -

pH 4,9a 5,3'

Calorias — 136 a 146 kcal
Fonte: Marchião et ai, 1999.



Segundo Furtado (1994), alguns pontos críticos são observados na

fabricação de Ricota:

. A quantidade de ácido a adicionar pode variar em função da aridez e pH do

soro utilizado, temperatura e intensidade de agitação.

• O emprego de vapor direto no aquecimento do soro, facilita a formação da

camada de ricota na superfície do soro. Isto ocorre devido a oclusão de ar nos

flocos formados pela desnaturação protéica, influenciada pelo borbulhar do

vaporno fundo do tanque.

• O pH final é critico, por afetar a propriedade da ricota de flocular à

superfície ou precipitarparao fundo do tanque.

• Este pH pode variar de um processo para outro e deve ser determinado na

prática, e está diretamente relacionado ao tipo e a quantidade de ácido

empregado.

O processo de elevação da temperatura do soro ou mistura favorece a

obtenção de uma massa com baixa contagem microbiana. Contudo, após sua

obtenção, esta massa fica exposta a inúmeros pontos de contaminação

principalmente por serexcessivamentemanipulada.

Segundo dados da Associação Brasileira das Indústrias de Queijos,

ABIQ (2000), nos últimos cinco anos a produção de ricota aumentou em tomo

de 35%, números referentes apenasa estabelecimentos sob inspeção federal.

Pelo seu baixo teor de gordura, aha digestibilidade e ausência de sal, a

ricota é considerada um produto leve e dietético, mundialmente consumido em

muitas dietas alimentaies.

Às vezes é comercializada somente após o processo de defumação

(ricota defumada) ou de condimentação (ricota condimentada). A ricota

defumada é altamente resistente às condições desfavoráveis do ambiente, do

transporte e da exposição à venda (Panetta, 1975). Além de ser encontrada na

forma prensada, pode também ser cremosa, acondicionada em potes,



condimentada ou não. A ricota culinária, em cujo processo de fabricação

emprega-se creme de leite para tomá-la mais cremosa, também é comercializada

(Furtado, 1994).

As exigências de mercado em relação a produtos mais nutritivos e

saudáveis, particularmente no que se refere ao teor de gordura, estimulam a

produção e criação de novos produtos, como a ricota cremosa, com consistência

de patê, porém sem adição de creme de leite. Com isso, o produto final contém

apenas proteínas de fácil digestão e alto valorbiológico.

2.2 Fatores que interferem no crescimento microbiano em alimentos

A necessidade e a importância da segurança dos alimentos, para que

não causem danos à saúdedoconsumidor, sãoinquestionáveis.

A produção de alimentos seguros requer

• Controle na fonte;

• Controle dodesenvolvimento e doprocesso dos produtos;

• Boas práticas higiênicas durante a produção, o processamento, a

manipulação, adistribuição, aestocagem, a venda, a preparação e a utilização.

• Abordagem preventiva, uma vez que a efetividade dos testes

microbiológicos de produtos finais é limitada (CAC Alinorm 97/13 - Codex

Alimentarius Commision,1995).

Do ponto de vista microbiológico, o conceito de um alimento seguro é

dado a partir da definição de risco significativo. Um consumidor pode considerar

que alimento seguro é aquele que oferece risco igual a zero, enquanto um

produtor dealimentos deve considerar o que oferece um risco aceitável. A maior

parte dos pesquisadores concordam que risco igual a zero é impraticável devido

à quantidade de produtos alimentícios disponíveis, à complexidade da cadeia de

distribuição e à natureza humana. Os riscos de ocorrência de doenças

transmitidas por alimentos devem ser reduzidos ao máximo durante sua



produção» para se obter um risco aceitável, e de acordo com os padrões exigidos

pela legislação (Richards, 2002). Para compreender melhor estes

questionamentos, é necessário entender o crescimento microbiano e os fatores

que nele interferem.

O crescimento microbiano ocorre pela divisão de uma célula em duas,

processo denominado de fissão binaria. A divisão celular ocorre de forma

coordenada com a replicação do cromossomo. O intervalo de tempo requerido

para a formação de duas células a partir de uma é chamado de tempo de

geração, quando a população de células dobra. Este tempo varia conforme o

microrganismo, podendo serde 10minutos, váriashorasou dias.

O ciclo de crescimento microbiano é composto por quatro fases

principais (Figura 1):

1. Fase Iag: as células não estão se mutiplicando, mas sintetizando as enrimag

apropriadas para o ambiente.

2. Fase exponencial (ou log): a população está crescendo em escala

logarítimica.

3. Fase estacionaria: a taxa de multiplicação é igual à taxa de morte, resultando

em um número igual decélulas emum dado tempo. A morte é causada pelo

esgotamento de nutrientes, pela acumulação de produtos finais tóxicos ou

outras mudanças no ambiente como variações depH.

4. Fase de morte: o número de células morrendo ultrapassa o de células em

multiplicação.
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FIGURA 1 Curva de crescimento microbiano (Fonte: Forsyme, 2002).

O crescimento de bactérias patogênicas nos alimentos é afetado por

vários fatores, os quais podem interagir sinérgica ou antagonicamente , inibindo

ou estimulando o crescimento microbiano.

O alimento é uma matriz quimicamente complexa e, por isso, prever

como e qual a rapidez do desenvolvimento dos imcrorganismos é bastante

difícil. A maioria dos alimentos contém nutrientes suficientes para sustentar o

crescimento microbiano. Muitos fatores podem propiciar, prevenir ou limitar o

crescimento de microrganismos em alimentos, sendo que os mais importantes

são: temperatura, pH e atividade deágua (aw) (Forsyme, 2002).

2.2.1 Temperatura

A temperatura é um dos mais importantes fatores ambientais que

influenciam a sobrevivência e o crescimento dos microrganismos. As faixas de

temperatura para o crescimento microbiano possuem valores mínimos, máximos



e ótimos, os quais variam de acordo com o microrganismo. O valor ótimo de

temperatura de crescimento divide os microrganismos em três grupos:

termófilos, mesófilos e psicrófilos.

As reações químicas e enzimáticas podem ocorrer de forma mais rápida

na célula, acelerando, desta forma, o crescimento microbiano em temperaturas

mais elevadas. Entretanto, acima de certas temperaturas, as proteínas, ácidos

nucléicos e outros componentes celulares podem sofrer danos irreversíveis,

prejudicando o crescimento do microrganismo (Madigan et ai., 1996).

2.2.2 pH (concentração bidrogeniônica, acidez ou alcalinidade relativas)

Para a concentração hidrogenionica, os microrganismos também

possuem valores mínimos, máximos e ótimos. Cada microrganismo tem

preferência por um valor ótimo de pH do ambiente, no qual seu crescimento é

máximo. Saindo da faixa de pH ideal para o crescimento, e dirigindo-se aos

extremos da escala, ocorre a redução deste crescimento (Madigan et ai., 1996).

As mudanças bruscas no pH de um alimento podem refletir sobre a atividade

microbiana.

Alguns ácidos orgânicos fracos são comumente utilizados na

conservação de alimentos, como os ácidos acético, lático, benzóico e sórbico.

Em solução, os ácidos fracos conservantes existem em pH dependente (medido

pelo valor pKJ entre os estados associados e dissociados (Barbosa-Cánovas,

1998).

A atividade ótima de inibição ocorre em condições de pH baixos, pois

favorece o estado associado e não carregado da molécula que é livremente

permeável através da membrana plasmática e, assim, é capaz de penetrar na

célula (Figura 2). A molécula se dissociará após entrarna célula, resultando em

liberação de prótons e ânions carregados que não são capazes de atravessar a

membrana. Desta forma, a molécula do ácido difunde-se na célula até que o



equilíbrio seja atingido, resultando no acúmulo de ânions e prótons

carregados no interior da célula, que podem levar ao rompimento da membrana,

inibição de reações formadoras de metabólitos essenciais, acúmulo de ânions

tóxicos e estresse na homeostase do pH intracelular (Bracey et ai., 1998; Eklund,

1998; Booth&Kroll, 1989).
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-ICOO-+H-

Ambieisle ce pH ácido

FIGURA 2 Modo de ação dos ácidos orgânicos (Fonte: Barbosa-Cánovas,

1998).

2.2-3 Atividade de água (a„)

A atividade de água é a medida de água disponível em uma amostra.

Uma solução de água pura possui um valor de aw igual a 1,00. A adição de

solutos reduz o valor de aw para menos de 1,00. A aw oscila pouco com a

variação datemperatura decrescimento de microrganismos.



Quando outras substâncias (solutos) são adicionados à água, suas

moléculas orientam-se na superfície do sohito e as propriedades da solução

mudam drasticamente. A célula nucrobiana deve competir com as moléculas de

sohito pela água livre. Como sugere Forsyihe (2002), geralmente as bactérias

necessitam de maior quantidade de água livre para crescer do que os fungos;

contudo, o Staphylococcus aureus constitui uma exceção a esta regra, já que

apresenta desenvolvimento em índices de atividade de água considerados baixos

para uma bactéria patogênica(0,83 aw).

Para a« existe um valor mínimo exigido para o crescimento de cada

rnicrorganismo. Em valores mais baixos que este mínimo, as bactérias não

necessariamente morrerão, mesmo que isso aconteça a algumas porções da

população. A a» de uma solução pode interferir no efeito do calor para matar

bactérias em uma dada temperatura.

A atividade de água tem sido bastante utilizada como um fator de

conservação de alimentos por meio da adiçãode sal ou açúcar (Forsyme, 2002).

23 Staphylococcus aureus e sua importância na saúde pública

Inicialmente, os estafilococos foram observados por Koch, em 1878, a

partir de material purulento e por Pasteur, em 1880, a partir de cultivados em

meios líquidos. A primeira publicação sobre estes microrganismos, em forma de

"cocos", e sobre sua constância em abcessos agudos e crônicos foi feita na

Escócia, no ano de 1881. Foi também a partir destes estudos que passaram a

receber a denominação de Staphylococcus devido ao fato de que, quando

observados microscopicamente, apresentavam-se sob a forma de grãos

arranjados ou dispostos como cachos de uva (Ogston, 1981 citado por Baird-

Parker, 1990).

As bactérias do gênero Staphylococcus (do grego Staplyle = uva)

pertencem à família Aíicrococcaceae e apresentam-se como cocos gram-
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positivos, com diâmetro entre 0,5 a 1,5 um, imóveis, agrupados em massas

irregulares ou em cachos de uva. São aeróbios ou anaeróbios facultativos,

produtores de catalase e normalmente beta-hemolíticos. Fermentam a glicose

com produção de ácido, tanto em aerobiose como em anaerobiose,

difèrenciando-se, assim, dos microrganismos do gênero Micrococcus, que só

fermentam em aerobiose (Kloss &Schleifer, 1986). J
Atualmente, cerca de 33 espécies de Staphylococcus são reconhecidas,

podendo ser divididas em duas categorias: coagulase positivos e coagulase

negativos. Essa divisão é baseada na capacidade de coagulação do plasma, que é ;'

uma propriedade considerada como importante marcador de patogenicidade dos I

estafilococos (Behme et ai., 1996; Trabulsi et ai., 1999; Gay &Fox, 2000). ~J
Dentre estas espécies, o Staphylococcus aureus permanece como a mais

freqüentemente associada às doenças estafilocócicas, quer seja de origem

alimentar ou não. -^

O crescimento ocorre em larga faixa detemperatura, 6,5 a 50 °C,como

ótimo entre 30e 40°C,dependendo das condições.

A espécie Staphylococcus aureus cresce em largas faixas de pH,

variando entre 4,0 a 10,0, sendo os valores ótimos entre 6,0 e 7,0.

Quanto a a* , o desenvolvimento deste microrganismo está na faixa de

0,83 a 0,99, de acordo com Tatini (1973), sendo considerados únicos em sua

capacidade de crescerem em valores inferiores aos considerados normais para

bactérias nâo-halófilas. São também tolerantes a concentrações de 10a 20% de

NaCl e a nitratos, o que toma os alimentos curados veículos potenciais para as
mesmas.

A 60 °C, 12 minutos são necessários para a morte de 99,999% da

população bacteriana em leite integral, e cerca de 21 mnmfos na mesma

temperatura para seobter o mesmo grau dedestruição no soro (Shebuski, 1983).
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Segundo Speeck (1984), a contaminação por Staphylococcus aureus

pode resultar de fonte humana, animal ou ambiental. Paraestes autores, naqueles

alimentos em que o processamento destrói este microrganismo, a presença do

Staphylococcus aureus pode indicarcontaminação pela pele, boca, fossas nasais

dos manipuladores do alimento, introduzidos diretamente por lesões infectadas

nas mãos e braçosou por tosse e espirros comunsnas infecções respiratórias.

O contato com superfícies inadequadamente higiani^aHac dos

equipamentos de produção ou exposição do produto alimentício também podem

ser origem de contaminação por Staphylococcus aureus. Portanto, sua presença

em linhas de processamento de alimentos tem sido considerada como um

indicador de condições precárias de higiene e manipulação inadequada da

matéria-primaou do produto final (Notermans& Wemars, 1991).

A presença de S. aureus em alimentos in natura e produtos alimentícios

representa para a saúde risco potencial, uma vez que algumas cepas são

produtoras de enterotoxina termoestável. Dentre os principais substratos

alimentícios, mcriminados epidemiologicamente como capazes de tolerar o

desenvolvimento natural e artificial do S. aureus, podem ser citados os produtos

lácteos (queijos, leite cru, pasteurizado e em pó, manteiga e sorvetes), produtos

\ de confeitaria (bolos recheados, tortas e doces cremosos), carnes frescas e

curadas, ovos e massas alimentícias (Pereira, 1996).

No Brasil, trabalhos referentes à condição microbiológica dos queijos

evidenciam que S. aureus pode atingir contagens sufidentemente altas para

causar intoxicação alimentar. Esta situação é encontrada em vários tipos de

queijos, sendo os mais citados o queijo "Minas Frescal" e a mussarela, com

níveis de contaminação variando entre IO2 e IO7 UFC (Unidade Formadora de

Colônia)/g (Gomes & Gallo, 1995; Gómez et ai., 1983; Nascimento et ai., 1985;

Sabioni et ai., 1994; Rodrigues et ai., 1995;Cerquedra et ai., 1995).
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Em alguns trabalhos foi analisada a contaminação do soro de queijo,

encontrando-se níveis entre 102 e IO6 UFC/mL (Chiappini et ai., 1995). Ahmed

et ai. (1983), analisando o soro de queijo Domiati, encontrou níveis de

contaminação porS. aureus entre IO4 e IO9 UFC/mL.

Os relatos a respeito da condição microbiológica da ricota ainda são

poucos. Cossedu et ai. (1997) encontrou apenas 10%de Staphylococcus spp.,

sendo estes coagulase-negativos. Já Silveira et ai. (2000) encontrou níveis entre

103 e IO5 UFC/g de Staphylococcus aureus.

O crescimento e a produção de enterotoxinas de S. aureus são afetados

por alguns fatores no alimento, como qualidade nutricional, pH do substrato,

temperatura, atmosfera, atividade de água, concentração de cloreto de sódio,

outros agentes químicos e competição com outros microrganismos. Contudo,

sendo estes fatores os ótimos para o crescimento do microrganismo, não

necessariamente serão os níveis ótimos para a produção da enterotoxina

(Halpm-Dohnalek & Marth, 1989).

A produção das enterotoxinas é compatível com o número de células,

sendo que uma população mínima de IO5 UFC/g de alimento é citada como

necessária para produzir quantidade sufidente de enterotoxina para çausar

toxinose (ICMSF.1983; Aktar et ai., 1996; Park et ai., 1994; Newsome, 1988).

Este dado, porém, tem variado conforme o autor, encontrando-se níveis
menores.

Entende-se por toxinose estafilocódca uma doença comum entre surtos

alimentares, que ocorre devido à ingestão de alimentos contaminados por
enterotoxinas produzidas por algumas espécies de Staphylococcus (Bergdoll,
1989).

Os sintomas clínicos mais freqüentes são náuseas, vômitos, dores

abdominais e diarréia sem febre, que ocorrem após 2 a 6 horas da ingestão do
alimento contendo atoxina pré-formada (Betley & Harris, 1994). Podem ocorrer
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também dores de cabeça, calafrios, queda de pressão arterial e, ainda, febres

quando a quantidade de toxina for muito grande. Quando há choque e

desidratação, é necessária a hosprtalização parareposição de fluídos e eletrólitos.

Os surtos de toxinoses alimentares são provocados por alimentos que

peimaneceramno intervalo de temperatura ótima para o crescimento e produção

de toxina pelo microrganismo, por tempo variável, de acordo com o nível de

inóculo, temperatura de incubação entre outros fatores.

A primeira observação registrada que assodou os estafilococos à

toxinosealimentar provavelmente foi feita em 1884,por Vaughan & Stemeberg.

Os autores demonstraram uma intoxicação, ocorrida em Michigan, envolvendo

pessoasque haviam se aumentadode queijocorrtaminado por estafilococos.

Recentemente, muitos casos de intoxicação alimentar estafilocódca têm

ocorrido no Brasil; porém, uma investigação mais completa destes surtos, bem

como sua notificação, não têm sido realizadas, o que leva à ausência de dados

mais precisos.

Em muitos países da Europa, nos Estados Unidos e no Canadá, o

Staphylococcus aureus é o principal agente causador de doenças transmitidas

por alimentos (DTAs) (Meyrand et ai., 1999). Na França, a toxinose alimentar

por S. aureus é o segundo mais freqüente causador de surtos de doenças

alimentares reladonados a produtos lácteos, depois da SalmoneUa (Lepoutre et

ai., 1994; Rosec & Gigaud, 2002).

23.1 Enterotoxinas Estafilocódcas

Staphylococcus spp e, em especial, o Staphylococcus aureus produzem

ampla variedade de exoproteínas que contribuem para sua capaddade de

colonizar e de causar doenças em hospedeiros mamíferos e aves.

Aproximadamente, todas as cepas secretam enzimas e crtotoxinas, as quais

incluem quatro hemolisinas (alfa, beta, gama e delta), nudeases, proteases,
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lipases, hialuronidase e colagenase. A principal função destas proteínas é

converter os tecidos locais do hospedeiro em nutrientes necessários ao seu

crescimento. Algumas cepas produzem uma ou mais exoproteínas adidonais, as

; quais incluem a toxina da síndrome do choque tóxico, as enterotoxinas

j estafílocódcas (SE), toxinas esfoliativas e leucoddina. Cada uma destas toxinas

, é conhecida por seus potentes efeitos nas células do sistema imune dos

/ hospedeiros (Dinges etai., 2000).
: O Staphylococcus aureus e outras espécies de Staphylococcus, incluindo

S. capitis, S. cohnii, S. equorum, S. haemofyticus, S. hyicus, S. intermedius, S.

I lentus, S simulans, S. xylosus (Valle et ai., 1990), têm sido implicadas na
produção de enterotoxina. Entretanto, o S. aureus tem sido considerado um dos

! mais importantes causadores da intoxicação alimentar, já que aproximadamente

j metade das cepas de S. aureus são enterotoxigênicas (Bergdoll et ai., 1990;
I Harppin-Dohnalek & Marth, 1989).

' \ Em análises microbiológicas dealimentos, o Staphylococcus produtor de

.coagulase positiva tem sido usado como um organismo indicador, apesar de a

jprodução de enterotoxina por espécies estafílocódcas não produtoras de
coagulase negativa ter sido informada (Vernozy-Rosand etai., 1996).

; Existem no mínimo dez enterotoxinas imunologicamente diferentes

/ produzidas por estafilococos, além de algumas toxinas imunologicamente
desconheddas (Bergdoll, 1989; Su & Wong, 1950), as quais são produzidas

durante toda a fase de crescimento (Czop &Bergdoll, 1970).

As enterotoxinas estafílocódcas (SEs) são classificadas, de acordo com

suas propriedades antigêmcas, em nove grupos: SEA, SEB, SEC (dividido em

três subclasses SECi,SEC2 e SEC3, baseadas em seus pontos isoelétricos), SED,
SEE, SEG, SEH, SEIe SEJ (Balaban & Rasooly, 2000).

As enterotoxinas estafílocódcas são proteínas globulares de cadeia

simples, solúveis em água, com peso molecular entre 28.000 e 35.000 daltons
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(Bergdoll, 1980; Su & Wong, 1995) e que contêm muitos resíduos de Usina,

aspartato, glutamato e tirosina em sua estrutura primária protéica (Bergdoll,

1990).

Em sua forma biologicamente ativa, elas são resistentes ao calor

(termoestáveis), o que constitui um ponto crucial no controle de qualidade de

alimentos, já que elas podem persistir no produto final, após o processamento

térmico (Bergdoll, 1989). As enterotoxinas estaâiocódcas atuam como super

antigenos e ativam sistemas de defesa humana quando causam toxinose ou

outras doenças (Marrack & Kappler, 1990; Dingeset ai., 2000).

Em geral, quanto mais baixa for a temperatura, maior será o tempo

necessário para a produção de enterotoxina. Em condições ótimas, a

enterotoxina toma-se evidente em 4 a 6 horas.

Sua produção ocorre em pH ótimo entre 6,14 e 7,95, sendo muito

influenciada pelomeio. A enterotoxina A pode ser produzida entrepH 4,6 a 6,5

em leite esterilizado. Em caldo BHL a produção ocorre em valores de pH entre

5,15 a 9,02 (Smith et ai., 1983).

As enterotoxinas são higroscópicas e facilmente solúveis em água e

soluções salinas. Apresentam ponto isoelétrico entre 7,0 e 8,6 e pico de

absorbância a 277 nm, sendoresistentes a tripsina, nriotripsina, renina, papaína

e pepsina, com exceção da enterotoxina B, que é destruída por esta última

enzima, em pH ao redorde 2,0 (Niskanen & Koiranen, 1977).

A SEA e SED predominam nos surtos de intoxicação alimentar

(Trabulsi,1999) e cerca de 5% das intoxicações são causadas por enterotoxinas

ainda não identificadas. De acordo com Holt et ai. (1994), a maioria das cepas

produzem SEA.

Não existe concordância entre os vários autores sobre a quantidade

mínima de enterotoxina necessária para causar sintomatologia em seres

humanos. De uma maneira geral, estima-se entre 0,015 e 0,375 ug de
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/ enterotoxina por quilo de massa corpórea. Características individuais também
/ devem ser levadasem consideração (Franco & Franco, 1996).

O principal alvo de ação das enterotoxinas é o trato gastro-intestinal,

sendoo vômito o sintoma mais comumda intoxicação por S. aureus, mas outras

alterações são evidenciadas na pressão arterial e na temperatura, indicando sua

passagemparao sistema circulatório (Bergdoll, 1983).

Os métodos para detecção de enterotoxinas estafílocódcas são

; classificados em biológicos e imunológicos, sendoos últimosmais utilizados.

/ Os métodos imunológicos baseiam-se no princípio de precipitação da

/ reação antígeno-anticorpo. Dentre estes métodos podem ser reladonados os de

/ reações em gel, dentre os quais se destacam as técnicas de 'O.S.P.' e

'microsUde'. Atualmente, os ensaios RPLA e ELISA, os quais se baseiam no

uso de anticorpos específicos, têm apresentado melhores resultados (Brabes,

1999; Park & Szabo, 1986).

Para evitar o consumo de produtos contaminados é de grande

importância que os alimentos sejam submetidos a um eficiente controle de

x-- qualidade (Sincoweay et ai., 1980; Brabes, 1990; Leite, 2000).

u ;72.4 Aspectos gerais sobre anisina

2.4.1 Estrutura química da nisina

A nisina é produzida naturalmente por algumas linhagens de

Lactococcus lactis subsp. lactis, constituindo-se de um peptídeo de 34

aminoáddos, que faz parte da família dos lantibiótícos, os quais são peptídeos

modificados. E formada por oito alaninas, quatro áddos arninobutíricos (ABA),

três ghcinas, três isoleudnas - sendo uma ammo4erminaL três Usinas - sendo

uma carboxi-terminal, duas leucinas, duas histidinas, duas metioninas, uma

serina, uma valina, uma prolina, uma asparagina e os aminoáddos mcomuns
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deidroalanina (DHA) e deidrobutirina (DHB), com um peso molecular de 3.500

dattons (Moreno et ai., 1999).

Segundo Breukink & Kruijff (1999), quanto à tradução, a molécula de

nisina é produzida em sua forma imatura, que contém 57 aminoáddos, todos

comuns, sendo 23 resíduos da região-lídere os 34 resíduos da região estrutural.

Então, por meio de modificações enzimáticas, a região-líder é removida e a

serina e a treonina da região estrutural sofrem desidratação, formando DHA

(Demdroalanina) e DHB (Dehidrobutirina), respectivamente. Subseqüentemente,

cinco dos resíduos desidratados são acoplados com cisteína, formando pontes

tioéster, que produzem os anéis característicos de lantionina(Figura 3).
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FIGURA 3 Estrutura primária da nisina. Os resíduos típicos encontrados em
lantioninas estão em cinza escuro. Dha: dehidroalanina; Dhb:
debidrobutrina; Ala - S - Ala: lantionina; Abu - S - Ala:
metillantionina (Breukink & Kruijff; 1999).

Através dos seus aminoáddos reativos DHA e DHB, a nisina pode

formar dímeros ou polímeros de 7.000 a 14.000 Da. Trabalhos anteriores

evidenciavam a existência de cinco pohpeptídeos diferentes, nisinas A, B, C, D,

e E. No entanto, a hipótese da existência de diferentes tipos de nisina perdeu a
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força quando três grupos de pesquisadores, estudando cepas diferentes de

Lactococcus lactis subsp. lactis produtores de nisina, descobriram que a

seqüência de bases do gene para a produção de nisina de todas as cepas

correspondia com a seqüência de aminoáddos da nisina A. Portanto, é

improvável que a mesma cepa produza tipos diferentes de nisina. Acredita-se

que as nisinas B e E sejam subprodutos de degradação da nisina A, sendoque as

proporções relativas das diferentes nisinas variam com o tempo de

armazenamento da amostra e com as condições de estocagem (Ray, 1992).

Portanto, apenas duas variantes naturais da nisina que possuem

atividades similares , nisina A e nisina Z, têm sido encontradas. A nisina A

difere da nisina Z por um único resíduo de aminoáddo na posição 27, sendo

uma hisridrna na nisina A e uma asparagma na nisina Z. Esta nova molécula

produzida porL lactis subsp. lactis NIZO22186 foi caracterizada porMulders e

colaboradores e chamada de nisina Z, sendo codificada porum genediferente do

gene da nisina A. Estas duas nisinas parecem ter atividades biológicas

semelhantes, porém a nisina Z apresenta propriedades de difusão diferentes

(Kavrai, 1999).

2.4.2 Propriedades rmco-quúnicase bioquímicas da nW«a

A aha proporção de aminoáddos básicos lhe confere carga líquida

positiva,com pontoisoelétrico de 10,5.

A nisina é sensível às enzimas digestivas proteolíticas, como a

pancreatina e a a-quimiotripsina. Também asnisinases (deidroalanina redutase),

produzidas pordeterminadas linhagens das espécies deLactobacillus plantarum,

Enterococcus faecalis, Leuconostoc sp., Streptococcus thermophilus e

determinadas espécies de Bacillus e Clostridium butyricum, são responsáveis

pela inativação dos tipos A,B, C e E, mas não do tipo D. A nisina é resistente à
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degradação pela tripsina, elastase, carboxipeptidase A, pepsina ou eripsina

(Ming & DaescheL 1995).

A solubUidade, estabilidade e atividade biológica da nisina são

altamente dependentes do pH, temperatura e natureza do substrato. A nisina

permanece estável após tratamento térmico a 100 °C durante 10 minutos e a

115,6°C em pH 2,0, mas perde 40% da atividade em pH 5,0 e mais de 90% em

pH 6,8. Em condições alcalinas (pH 11,0), sua atividade é completamente

destruída após 30 minutos a 63 °C. Alguns substratos, como o leite, oferecem

efeito protetor à nisina em temperaturas de esterilização, indicando que o grau

de mativaçãopode ser menor em alimentos (Delves-Broughton, 1990).

Devido à natureza alcalina de sua molécula, a nisina apresenta

estabilidade máxima em condições áddas. Ela é completamente estável em

soluções com pH 2,0, podendo ser estocada durante períodos prolongados em

temperaturas de 2 a 7°C, sem perda de atividade. Acima de pH 7,0, a inativação

ocorre mesmo em temperatura ambiente (Mounagh et ai., 1991).

A nisina é quase insolúvel em pH neutro ou alcalino, apresentando

solubUidade de 57,0 mg/mL em pH 2,0; 1,5 mg/mL em pH 6,0 e 0,25 mg/mL

em pH 8,5. Essas propriedades e o perfil eletroforético sugerem que o ponto

isoelétrico da nisina situa-se na faixa de alcalinidade. A solubUidade da nisina

em água a pH 7,0 é de 75 ug/raL, aumentando com a redução do pH, sendo de

1.000 ug/mL a pH 5,6 e de 12.000 ug/mL a pH 4,2. A solubUidade também é

influenciada pelo aumento da concentração de fosfato e pela presença de

proteína(Liu & Hansen, 1993).

YezzietaL (1993) citam que o pH também é importante para a produção

da nisina e não somente para sua atuação. Segundo os autores, se o pH do meio

for ajustado para cerca de 5,0 durante o crescimento dos microrganismos, a fase

lag pode ser reduzida, e a atividade de culturas lácteas starters por volume pode

ser aumentada. Em seus estudos, os autores prepararam queijos tipo-Cheddar
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com culturas lácteas starters contendo pH ajustado para 6,5, conseguindo um

incremento de nisina de aproximadamente 20% em comparação com o queijo

com a mesma cultura láctea starter, porémsem ajustede pH. ,—,

Com o conhecimento destas características de solubUidade e estabilidade

da nisina, deve-se considerar, então, que quando for adicionada a alimentos, a

nisinadeveestarem solução, de forma queuma boa distribuição no produto seja

' assegurada; o pH do alimento deve estar abaixo de 7,0 para que a estabilidade e

solubiUdade adequadas sejam obtidas durante o processo. Deve-se também

adidonar nisina sufidente ao alimento para que níveis apropriados sejam

| conseguidos após o processamento, estocagem prolongada ou cura. No caso de
| leite ederivados, a solubUidade não éproblema, já que amaioria destes produtos
Jtem baixo pH e quantidade suficiente de proteína para auxiliar na solubilização

da nisina (Yezzi et ai., 1993).

2.43 Espectro de atividade

A nisina apresenta atividade antimicrobiana contra grande faixa de

microrganismos Gram-positivos, incluindo estreptococos dos grupos A, B, E, F,

G, K e M, pneumococos, corinebactéria, Staphylococcus sp., Micrococcus

lysodeikticus, Mycobacterium tuberculosis, Lactobacillus spp., Listeria sp.,

Lactococcus spp., Erysipelothrix rhusiopathiae e as espécies formadoras de

esporos Clostridium e Bacillus (Moreno et ai., 1999b).

•-' Normalmente, as nisinas não apresentam, isoladamente, atividade contra

\ microrganismos Gram-negativos, fungos e leveduras, com exceção de bactérias
;do gênero Neisseria. Contudo, alguns autores verificaram discreta inibição de

algumas linhagens Gram-negativas, incluindo Aeromonas hyârophila,
Escherichia colt, Vibrio cholerae e V. parakemoliticus porL lactis subsp. lactis
ATCC11454 (Stevens etal., 1991).
i
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í BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

/'' Estudos recentes demonstraram que a nisina, quando associada a agentes

quelantes, como EDTA, exibe efeitos bactericidas também em bactérias Gram-

\negativas, como SalmoneUa, Enterobacter aerogenes, Shigela flexneri,

Idtrobacter freundii e Escherichia coli. Os autores observaram que
fseparadamente a nisina e o EDTA não tiveram inibição significativa, reduzindo
as populações microbianas em menos de um ciclo logaritmico. Porém, quando

em conjunto, conseguiram reduções populadonais deaté 6,9 ciclos logarítmicos
(Boziaris &Adams, 1999). A$/U> Ckf

Atualmente, muitos estudos têm sido feitos com o intuito não só de

/avaliar a sensibilidade in vitro de determinado microrganismo à nisina, mas

também como esta sensibilidade pode ser afetada ou não no alimento. Nesta

Unha de pesquisa, um dos microrganismos mais estudados é a Listeria

monocytogenes. Ferreira & Lund (1996) analisaram o efeito da nisina em L.

monocytogenes em qudjos Cottage, observando que nos qudjos sem nisina a

;população de L monocytogenes foi reduzida 10 vezes durante estocagem de 7

jdias a 20°C, enquanto, que em queijos adidonados de 2000 Ul/g, houve uma
redução da população de L. monocytogenes em aproximadamente 1000 vezes,

em 3 dias nas mesmas condições de estocagem. Já Davies et ai. (1997),

utilizando a nisina em queijos tipo ricota, conseguiram uuòir o crescimento de

L. monocytogenes porum período de 8 semanas utilizando concentrações de2,5
mg/L de nisina.

Há relatos de microrganismos que se tomaram resistentes à nisina pela

mudança na composição dos lipídeos da membrana celular, como L.

monocytogenes, S. aureus, Lb. plantarum, Streptococcus tnermophilus e

algumas espécies deBacillus (Ming & DaescheL 1995).

I Um aspecto negativo do uso da nisina é sua atividade contra as próprias
t bactérias lácticas, o que pode ocasionar grandes perdas às indústrias de

laticínios. Ogênero Lactococcus lactis é o mais sensível, sendo a Imhaggm LP5
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de Lactococcus lactis subsp. cremoris freqüentemente utilizada para o ensaio

biológico da nisina. O antagonismo promovido pela produção de bacteriocinas

j assume papel importante na tecnologia de queijos, pois está diretamente ligado
' ao balanço microbiológico do fermento láctico, necessário para a obtenção de

, características especificas nos produtos fermentados do leite, principalmente

queijos.

2.4.4 Mecanismo de ação antimicrobiana da nisina

A nisina possui mecanismo de ação bastante complexo, existindo

evidências de dois mecanismos moleculares distintos: o de formação de poros na

membrana celular, que é ativo contra células em crescimento, com Use celular; e

o outro ativo contra o desenvolvimento pós-gerrninativo de esporos. Acredita-se,

também, que os resíduos deidroalanina e deidrobutirina da molécula de nisina

estejam envolvidos em sua ação letal (Bruno & Montville, 1993).

2.4.4.1 Células vegetativas

Segundo Ramseier (1960), citado por Bruno & Montville (1993), as

células sensíveis à nisina sofrem ruptura, com liberação do material

citoplasmático.

Henning et ai. (1986) observaram que o efeito antimicrobiano é causado

pela interação com os fbsfolipideos da membrana citoplasmática e que os

microrganismos Gram-positivos são ainda mais sensíveis à sua ação. O ácido

muréico também é inibido, ocasionando um efeito sinergista no distúrbio das

funções da membrana.

Gao et ai. (1991) evidenciaram alterações no potencial de membrana e

de gradiente de pH (força protomotora), com indução do efluxo de componentes

celulares de baixo peso molecular.
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De um modo geral, a ação da nisina sobre os microrganismos Gram

positivos ocorre em duas etapas. Na primeira (Figura 4), envolve a adsorção não

específica da nisina sobre a parede celular destes microrganismos, fenômeno

reversível e dependente de pH, com valor mínimo de 3,0 e um máximo dé 6,5: A

adsorção também é dependente da composição fosfolipídica da membrana

citoplasmática dos microrganismos sensíveis, da presença de cátions divalentes e

trivalentes (Mg12, Ca'2 e Gdf3 ) e da concentração utilizada (Ming & Daeschel,

1995).

Na segunda etapa, a nisina toma-se insensível às proteases e as células

sofrem mudanças irreversíveis (Figura 4).

Efluxo de pequenas moléculas
(íons, aminoácidos, ATP c outros)

bacteriocinn

interior

FIGURA 4 Esquema da ação da nisina em células vegetativas (Fonte: Breukink

& Kruijff 1999)
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A nisina primeiramente se Uga com sua extremidade Carboxi-terminal

via interações eletrostáticas com os Upídeos aniônicos, seguida pela introdução

da extremidade Amko-terminal na fase líquida da membrana, e o peptídeo adota

então uma conformação de orientação paralela com a superfíde da membrana.

Depois disso, a nisina adota a orientação transmembrana e se agrega, formando

poros ou canais de 0,2 - 1,0 nm de diâmetro, sendo que os Upídeos podem se

tomar membros ativos dos poros e pode haver, também, a translocação do

peptídeo inteiro para o interior da célula. A simultânea despolarização da

membrana causa rápido jefluxo de moléculas essenciais,] como íonsí K+,
aminoáddos e ATP, levando a uma série de alterações que terminam com alise

celular (Breukink &Kruijff; 1999). ~~"~"
©Um outro efeito observado da atividade da nisina é a imbição da síntese

da parede celular pela formação de um complexo entre a nisina e os

intermediários hpídicos da mureína (áddo teicóico, por exemplo). No entanto,

acredita-se que este seja um efeito secundário, uma vez que altas concentrações

denisinasãonecessárias para causar tal inibição (Toledo, 2000).

2.4.4.2. Esporos bacterianos

A maneira pela qual a nisina impede a germinação de esporos parece ser

distinta do modo como atua em células vegetativas. Acredita-se que os grupos

reativos DHA e DHB interajam com grupos sulfidril vitais presentes na

membrana de esporos recém-genninados, impedindo a formação da célula

vegetativa (Liu & Hansen, 1993).

2.4.5 Fatores que interferem na eficiênciada nisina

Como já foi citado anteriormente, o poder inibidor da nisina depende do

valorde pHdo aumento ondeserá empregada.
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Alguns pesquisadores estudaram o efeito inibidor no crescimento pós-

germinativo de esporos de Clostridium sporogenes PA 3679 inoculados em

salsichas. A eficiência da nisina foi reduzida neste produto com valores de pH

acima de 6,5, e também com o aumento da concentração do inóculo. A nisina

não inibiu populações deste microrganismo de IO6 UFC/mL. Neste mesmo

experimento, observou-se que a sensibilidade do núcrorganismo também está

relacionada com o binômio tempo/tenmeratura de ativação ao calor subletal

(Delves-Broughton, 1990).

Outros estudos demonstraram que a ação da nisina também depende do

tipo e da natureza de metabólitos contidos nos aumentos. Verificou-se que a

presença de íons divalentes como cobre, ferro e manganês, adicionados no meio

Caldo nutriente (CN) utilizado para averiguar a germinação de esporos,

aumentam a efetividade da nisina. Foi estudado também o efeitc smeigista de

açúcares com a nisina na inibição da germinação de BaciUus

stearothermophilus, concluindo que a/ribose,)na concentração de 0,1 M, é o

açúcar que tem maior eficácia de inibição quando associado à nisina (Toledo,

2000).

A adição de agentes emulsificantes no alimento pode diminuir a eficácia

da nisina.

Células vegetativas de BaciUus cereus sintetizam, durante seu

crescimento vegetativo, uma ff»"ma capaz de inativar a nisina, a nisinase, quee

uma redutase, atuando no resíduo de deMdroalanina adjarmtf ao carboxil

terminal. As células vegetativas de B. cereus sãoinsensíveis a 25ppm de nisina.

Outras bactérias do mesmo gênero BaciUus, e também do gênero Clostridium,

possuem esta enzima (MohaUem, 1994).
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Resumidamente, os fatores que afetam a atuação ótima da nisina são;

Tipo e quantidade de microrganismos;

O pH final de equilíbrio do alimento ou solução em que será empregada;

O binômio tempo/ temperaturautilizadono tratamento;

Metabólitos ou outros aditivos presentes no alimento;

Produção de enzimas de resistência à nisina por parte dos microrganismos,

2.4.6 Toxicidade da nisina

Eapen et ai (1983) citamos primeiros testes sobre a toxicidade aguda da

nisina, através dos quais os pesquisadores estabeleceram a Dose Letal Mínima

(DL») da nisina para gatos e ratos, por via oral. O valor DL» para nisina é

similar ao valor da DL» para o sal comum, isto é, 6.950 mg por kg de peso

corpóreo. Esses resultados confirmam o pressuposto de que a nisina é uma

substância atóxica, ou de muito baixa toxiddade, tanto que é consumida em

queijos e leite há milênios, sem nenhum efeito tóxico aparente

(Delves-Broughton, 1990).

A nisina é rapidamente inativada por wwimag digestivas, como a

pancreatma e a a-quimiotiipsina, e não é detectada na saliva humana após 10

minutos da ingestão. Este tempo não é sufidente para permitir o

desenvolvimento de resistência por microrganismos. Além disso, as condições

enzimáticas do trato digestivo humano deséstabilizam a sua molécula

(Mohallem,1994).

2.4.7 Emprego da nisina em alimentos

A nisina tem sido utilizada com muito sucesso em vários tipos de

alimentos, para diferentes finalidades, de acordo com sua susceptibiUdade a

determinados tipos de microrganismos e aos fatores que fazem parte do
processamento do aumento.

o
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2.4.7.1 Alimentos crus

A) Frutas: só é apUcável nas frutas sujeitas à fermentação butírica, já que fungos

e leveduras, que são os principais microrganismos envolvidos na deterioração

deste tipo de aumento, são praticamente insensíveis à sua ação.

2.4.7.2 Alimentos pasteurizados

<A) Queijos: utilizada na prevenção de estufamento tardio, causado pelos

j esporos germinados de C. butyricum, C. tyrobutiricum e C. sporogenes.

Também destrói outros microrganismos contaminantes que possam ser

patogênicos. Os queijos processados com nisina em concentração de 250 a 500

Ul/g podem ser armazenados sem refrigeração e sem produção de efeitos

indesejáveis.

B) Leite integral: pode ser empregada no leite pasteurizado, em países de clima

tropical com problemas de abastecimento como longas distâncias, combinadas

com altas temperaturas no trajeto entre o produtor e o consumidor final.

Ccccentrações de 30 - 50 UI/mL duplicam a vida útil destes produtos .

C) Bebidas AlcoóUcas: é usada para o controle de rmcrorganismos

contaminantes, principalmente para prevenção da deterioração causada por

Pediococcus e Lactobacillus. Esses microrganismos são sensíveis a 100 UI/mL

de nisina. Por não ter ação sobre as leveduras, é permitida sua utilização

substituindo a lavagem árida, ou mesmo em substituição do dióxido de enxofre,

durante a fermentação do vinho.

D) Sobremesas Lácteas: estes alimentos normalmente possuem cereais na sua

formulação; portanto, quando aqueddos, gelatinizam-se e solidificam-se,
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tomando-se produtos altamente condutivos. Assim, um tempo de processamento

térmico prolongado é necessário para manutenção de suas qualidades

microbiológicas, com perdas significativas nas qualidades nutricicnais e

organolépticas. Utilizando a nisina em concentrações de 50 - 100 mg/kg, há

reduçãono processotérmico.

2.4.7.3 Alimentos esterilizados

A) Bebidas achocolatadas: o processo térmico requerido para conservação

destes produtos pode ser reduzido em 80%, sem deterioração após incubação a

37°C, durante 21 dias. Recomenda-se o uso de 30 mg/L paraum processamento

a 121°C durante 12 minutos.

B) Produtos curados à base de carnes: há vários estudos sobre a substituição

parcial donitrito, agente antibotuunico e de cura, pela nisina.

C) Produtos à basedetomate: anisina é utilizada nestes produtos para reduzir o

binômio tempo/temperatura requerido para a inativação de esporos,

principalmente de B. stearothermophilus.

D) Sopas enlatadas: asquaUdades organolépticas das sopas aniatarfac podem ser

conservadas com uma esterilização térmica mais branda, o que é viável

empregando nisina numa concentração de 100 - 200mg/kg.

E) Vegetais de baixa addez em salmoura ou em molho: recomenda-se

concentrações de nisina de 100- 200 Ul/g, para reduzir a resistência térmica de

esporos termoresistentes nestes aumentos.

(Mohallem,1994)
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3 MATERIAL E MÉTODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Microbiologia de

Alimentos do Departamento de Ciência dos Alimentos, no Campus da

Universidade Federal de Lavras e na Cooperativa Agrícola Alto Rio Grande

(CAARG)- Lavras/MG.

3.1 Microrganismo e padronização do inóculo

A cultura de S. aureus foi proveniente da Fundação Ezequíel Dias

(FUNED), sendo produtora de Enterotoxina Estafilocódca "A" (SEA). Esse

isolado foi obtido por Pereira et ai. (1994) a partirde bolo confeitado envolvido

em um surto de toxinose alimentar em Belo Horizonte-MG.

O inóculo foi padronizado,medindo-se de 30 em 30 minutos a densidade

ótica, a 620 nm, do caldo Triptic Soy Broth (TSB) inoculado com o isolado de

Staphylococcus aureus e determinando a quantidade de células viáveis pela

técnicade plaqueamento em microgota em Triptic Soy Agar (TSA).

Aos resultados da contagem e de absorbância aplicou-se uma análise de

regressão, permitindo a determinação da equação utilizada nas inoculações dos

queijos, pela qual se estimou a quantidade de microrganismos necessária para se

obter IO3 UFC/g deRicota emtodos ostratamentos.

3.2 Condução do Experimento

O experimento foi realizado em 3 repetições, em blocos com 18

tratamentos (2 níveis de nisina x 3 níveis de pH x 3 níveis de temperatura),

demonstrados no Quadro 2. Cada repetição foi feita em datas distintas com

duração de 21 dias cada.
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Os níveis de nisina foram 0 g/kg, denominado controle, e 0,1 g/kg ou

lOUI/g.

Com relaçãoao pH, utilizaram-se os níveis 4,5, 5,0 e 5,5, sendo o último

o pH natural da ricota cremosa.

QUADRO 2 Tratamentos apUcados à ricota cremosa em cada bloco do

experimento.

Tratamento Níveis dos fatores Tratamento Níveis dos fatores

Ti 0 g/kg nisina; pH =5,5;

T°=25°C

Tio 0,1 g/kg nisina; pH=5,5;

T°=25°C

T2 0 g/kg nisina; pH=5,5;

T°=25CC

Tu 0,1 g/kg nisina; pH=5,5;

T°=25°C

T, 0 g/kg nisina; pH=5,5;

T°=25°C

Tn 0,1 g/kg nisina; pH=5,5;

T°=25°C

T4 0 g/kg nisina;pH=5,0;

TB=14°C

Tu 0,1 g/kg nisina; pH=5,0;

T°=14°C

T5 0 g/kg nisina; pH=5,0;

T°=14°C

T„ 0,1 g/kg nisina; pH=5,0;

T°=14°C

T6 0 g/kg nisina; pH=5,0; T« 0,1 g/kg nisina; pH=5,0;

T°=14°C

T, 0 g/kg nisina; pH=4,5;

T=7°C

T16 0,1 g/kg nisina; pH=4,5;

T°=7°C

T, 0 g/kg nisina; pH=4,5;

T°=7°C

T„ 0,1 g/kg nisina; pH=4,5;

T°=7°C

T, 0 g/kg nisina; pH=4,5;

T°=7°C

TM 0,1 g/kg nisina; pH=4,5;

T=7°C
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Para o fatortemperatura, os níveis utilizados foram 7,14 e 25 °C.

As repetições eram conduzidas em três etapas: produção, tratamentos e

análises microbiológicas.

A primeira etapa corresponde à produção de Ricota Cremosa, realizada

na Cooperativa Agrícola Aho Rio Grande com os devido cuidados higiênico-

sanitários, que será descrita mais adiante. A Ricota Cremosa foi então

encaminhada ao Laboratório de Microbiologia de Alimentos de UFLA, onde

prosseguiram as demais etapas.

Na segunda etapa, primeiramente foram retiradas amostras da ricota com

o objetivo de se fazer controle nucrobiologico da mesma. Em seguida eram

feitos os tratamentos: redução de pH, adição da nisina (0,lg/kg) e

armazenamento nas 3 temperaturas (7, 14 e 25 °C). Só então as ricotas foram,

finalmente, inoculadas com o microrganismo Staphylococcus aureus a

IO3 UFC/g (Figura 5).

Na terceira etapa, as análises microbiológicas foram realizadas de forma

a se obterem todas as fases da curva de crescimento do microrganismo estudado,

sendo as ricotas analisadas pelo prazo de 20 dias.

Todas as etapas serão detalhadas a seguir.
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Análise de

pH

£
Reduçãodo pH

para 4,5

Fabricação

I
Massa de Ricota Cremosa

I
Coleta para Controle Nucrobiologico

Reduçãodo pH
para 5,0

Adição ou não de Nisina:
1. Controle: sem nisina
2. Nisina: 0,1 g/kg de ricota

I

1
pH original da

massa (5,5)

Laoculaçao da cepa de Staphylococcus aureus (IO3 UFC/g)

I
Armazenamento (7°C, 14°C,25°C)'

I
Curva de CrescimentoJ

FIGURA 5 Fluxograma doexperimento.
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3.3 Fabricação da ricota cremosa

A produção da ricota cremosa foi realizada no laticínio da Cooperativa

Agricola Alto Rio Grande (CAARG), Lavras-MG, tomando-se os devidos

cuidados higjémco-sanitários como uso de luvas, máscaras, gorro, uniformes

entre outros.

O soro fresco proveniente da fabricação de queijo mussarela foi

colocado em um tanque que permite o aquecimento com vapor direto, onde,

então, ocorreu a redução da addez original (situada entre 11 °D e 14 °D) para

8 °D, utilizando-se NaOH. Logo após iniriou o aquecimento (Figura 6).

Soro

Redução da addez com NaOH para 8 °D

Aquecimento até 92 "C

Aridificação com ácido látíco

Aquecimento até 96 °C

I
Coleta

AcombctonsunGoto

FIGURA 6 Fluxograma de fabricaçãoda ricota cremosa.
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O aquecimento com vapor direto foi feito até atingir a temperatura de

92 °C, quando então se iniciou a acidificação com ácido lático a 85% a

quantidade de 100 mL de ácido lático para 100 L de soro, sendo este

previamente diluído na proporção de 1:10 em água.

Esse aquecimento foi interrompido por volta de 96 °C, aguardando o

tempo necessário para quea massa aflorasse à superfície do soro, procedendo-se

a coleta utilizando dessoradores, já que, com o uso desta técnica, os flocos são

mais finos, o que propicia a consistência cremosa do produto sem que seja
necessária a adição de creme.

Aproximadamente 10 kg de ricota cremosa foram produzidos e

acondicionados emvasilhames plásticos (potes de requeijão industrial para 4 kg

cada) esterelizados em luz ultra-violeta (UV) e vedados, que foram

imediatamente transferidos ao Laboratório de Microbiologia de Alimentos do

Departamento de Ciência dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, em

prazo não superior a 1 hora. Os vasilhames foram transportados à temperatura

ambiente, já que a ricota ainda se encontrava emtemperatura alta, emtomo de
60 °C.

Com esta técnica, a ricota ganha a consistência de um patê, sem, no
entanto, ser adicionada de creme, permanecendo, assim, com baixa porcentagem

de gordura. Contudo, este produto contém alto teor de umidade, o que reduz em
muito sua vida de prateleira. A ricota comum (não cremosa) possui geralmente
um prazo de validade de 30 dias, earicota cremosa tem este prazo reduzido para
1 semana.

O produto foi escolhido devido a sua consistência, que facilitou a
inoculação do microorganismo, a redução do pH e a adição da nisina, bem como
suai
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3.4 Métodos e Análises

3.4.1 Controle microbiológico da ricota cremosa

O controle microbiológico foi realizado antes da inoculação do S. aureus

e dos tratamentos, com o objetivo de confirmara ausência de outras espécies de

microrganismos contaminantes, principalmente de Staphylococcus spp., que

pudessem interferir na avaliação do crescimento da cepa utilizadana inoculação.

Antes de prosseguirem os tratamentos, a ricota foi homogeneizada e

coletada para ser submetida às análises microbiológicas de coliformes totais e

fecais, estafilococos produtores de coagulase e contagem de aeróbios mesófilos,

segundo a metodologia do ICMSF (1983). Estas análises foram realizadas nos

tempos 0, 7, 14 e 20 dias de estocagem. As amostras retiradas para o controle

microbiológico forammantidasapenasà temperatura de 7 °C.

3.4.1.1 Preparo da amostra

Cerca de 10 g da ricota anteriormente separada para o controle

microbiológico foram transferidos para 90 mL de citrato de sódio a 2% contidos

em um erlenmeyer de 250 mL, sendo posteriormente homogeneizadas por

agitação manual, já que a massa da ricota cremosa é bem fina, não necessitando

ser triturada ou batida em liqüidificador, havendo também o inconveniente de

que eram muitas amostras.

Foram então preparadas diluições seriadas até 1/1000 em porções de 9

mL de água peptonada a 0,1% (p/v), para o procedimento das determinações

bacteriológicas.

3.4.1.2 Determinação do Número Mais Provável (NMP) de coliformes
fecais

Utilizou-se o método de fermentação de lactose em tubos múltiplos, em

que foram inoculados lmL das diluições 1/10, 1/100 e 1/1000 em três séries de

três tubos contendo caldolaurilsulfatotriptose, LST.
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Após a incubação a 35 °C durante 48 horas, os tubos presuntivamente
positivos, que evidenciassem turvaçâo e produção de gases nos tubos de

Duhram, eram submetidos a uma tabela de NMP para determinação dos

resultados expressos emNMP de coliformes totais/g de amostra analisada

3.4.13 Enumeração de estafilococos produtores de coagulase

Inoculou-se com o auxílio de alça de Drigalski, sobre superfície de ágar
de Baird-Parker, 0,1 mL das diluições 1/10, 1/100 e 1/1000. Foram feitas

duplicatas das placas para cada diluição. Após completa incorporação, as placas
inoculadas foram incubadas invertidas a 37 °C durante 48 horas. Decorrido o

período de incubação, procedeu-se a contagem das placas anotando-se os
resultados de colônias para convertê-los em UFC/g.

3.4.1.4 Enumeração de microrganismos aeróbios mesófQos

Foram inoculados em placas de Petri estéreis, utilizando-se a técnica de

plaqueamento em profundidade, as diluições 1/10, 1/100 e 1/1000. Foram feitas

duplicatas das placas para cada diluição. Omeio utilizado foi o Ágar Padrão
para Contagem (PCA). As placas foram incubadas invertidas a 35 °C por
48 horas; após este período procedeu-se acontagem das colônias para convertê-
los em UFC/g.

y

3.4.2 pH da ricota cremosa

Um dos níveis de pH utilizado foi igual ao pH final da massa de ricota
/cremosa, aproximadamente 5,5.

< Para obtenção dos outros dois níveis de pH, a redução foi feita com
ácido láctico a 20%, adicionado nas proporções necessárias para se obterem os
pHs de 5,0 e 4,5, sendo a adição monitorada por um pHmetro, sempre com
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dia, hora e tratamento recebidos pela amostra, e foram predeterminadas em

ensaios preliminares. Foram feitas duplicatas das placasparacadadiluição.

Após completa incorporação, as placas inoculadas foram incubadas

invertidas a 37 °C durante 48 horas. Decorrido o período de incubação,

procedeu-se a contagem das placas, sendo a média das contagens de colônias

multiplicada pelo fator de diluição utilizado e os resultados expressos como

UFC/g da amostra.

Foram consideradas, para efeito desta contagem, somente aquelas

colônias que apresentavam o mesmo comportamento morfotmtorial da linhagem

padrão empregada para inoculação (colônias negras, pequenas e brilhantes, com

a presença de dois halos, sendo um translúcido e outro opaco) , descartando-se

quaisqueroutras colôniasque porventura viessem a crescer.

40



foi possível determinar a alíquota deste caldo TSB de modo a obter IO3 UFC/g

de Ricota em todos os tratamentos.

A massa de ricota, após a inoculação, passou por homogeneização

manual utilizando colheres de aço inoxidável estéreis, e imediatamente iniciou-

se a amostragem paracurvade crescimento do Staphylococcus aureus.

3.4.6 Temperatura de armazenamento

Após a inoculação e retirada da primeira amostra ( tempo - 0), os

queijos foram armazenadas a 7 , 14 e 25 °C, devidamente embalados e
identificados.

Oarmazenamento a 7 °C foi realizado em geladeira da marca Brastemp
modelo Frost-Free (340 L), enquanto as outras duas temperaturas, 14 e 25 °C,
foram obtidas em B.O.D, marca MOD. 34CD.

3.4.7 Curva de crescimento

O crescimento de Staphylococcus aureus foi acompanhado na seguinte
periodicidade para todos os tratamentos em todas as repetições: 0, 3, 6, 12, 24,
48horas, 3o dia, 5o, 7o, 9o, 11°, 14°, 17° e 20° dias.

Estes intervalos foram utilizados devido aos resultados obtidos no pré-
experimento, que demonstravam satisfatoriamente todas as fases de crescimento
do microrganismo.

3.4.7.1 Enumeração deStaphylococcus aureus

O preparo da amostra foi realizado de forma semelhante à descrita no
item 3.4.1.1.

Inoculou-se com oauxílio de alça de Drigalslá, sobre superfície de ágar
de Baird-Parker, 0,1 mL das diluições adequadas. As diluições dependeram do
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dia, hora e tratamento recebidos pela amostra, e foram predeterminadas em

ensaios preliminares. Foram feitas duplicatasdas placas para cada diluição.

Após completa incorporação, as placas inoculadas foram incubadas

invertidas a 37 X durante 48 horas. Decorrido o período de incubação,

procedeu-se a contagem das placas, sendo a média das contagens de colônias

multiplicada pelo fator de diluição utilizado e os resultados expressos como

UFC/g da amostra.

Foram consideradas, para efeito desta contagem, somente aquelas

colônias que apresentavam o mesmo comportamento rnorfotintorial da linhagem

padrão empregada para inoculação (colônias negras, pequenas e brilhantes, com

a presença de dois halos, sendo um translúcido e outro opaco) , descartando-se

quaisqueroutras colôniasque porventura viessem a crescer.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Controle microbiológico

Os resultados do controle microbiológico da massa de ricota antes da

inoculação confirmaram a boa qualidade do produto, podendo ser observados no
Quadro 3.

Em relação à contagem de coliformes totais e fecais, já no teste
presuntivo, todos os tubos tiveram comportamento negativo indicando valores

menores que 0,3 NMP de colifòrmes/g de ricota cremosa emtodas as amostras,
estando deacordo com a legislação.

Em relação ao grupo estafilococos, não foi encontrado nenhum tipo de
colônia em todas as amostras, com ametodologia utilizada de contagem em ágar
Baird-Parker, sendo os resultados, portanto, inferiores a 1 x IO2 UFC/g, vater
compatível com aquele estabelecido por lei (Brasil, 2001).

Entretanto, no que diz respeito à contagem total de microrganismos
aeróbios mesófilos, sabe-se que é praticamente impossível obter contagens
iguais a zero, tanto que em produtos considerados frescos não se exige padrão
para estegrupo de microrganismos. Ainda assim, esta análise foi realizada como

controle da microbiota competidora da bactéria inoculada, o Staphylococcus
aureus. Os resultados obtidos nesta análise variaram de 2 x IO2 UFC/g a
2,45 x 10 UFC/g de ricota. As contagens diminuíram com oaumento do tempo
de armazenamento, já que as amostras foram conservadas sob temperatura de
geladeira (7 °C).
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QUADRO 3 Resultados do controle microbiológico da ricota cremosa1.

TEMPO

(DIAS)
Contagem Total

de Aeróbios
Mesófilos (UFC/g)

NMP de Coliformes

Totais e Fecais

(NMP/e)

Enumer. âe Staphylococcus
produtores de coagulase

(UFC/g)
0 2,01x10" <0,3 < 1,0x10*

7 6,27x10° <0,3 < 1,0x10'

14 4,12x10J <0,3 < 1,0x10'

20 3,17x10* <0,3 < 1,0x10"

O microrganismo S. aureus vem sendo, com freqüência, detectado em

produtos de origem animal. Diversos são os relatos de literatura que citam a

contaminação de queijo e leite com este patógeno, sem deixar de lado os relatos

de surtos de toxinose alimentar (Pereira et ai., 1991; Pereira et ai., 1994; Carmo

et ai., 1996; Pereiraet ai., 1996).

4.2 Influência da nisina no crescimento de Staphylococcus aureus em ricota
cremosa

Os valores obtidos, decorrido o tempo de armazenamento, e

comparando-se o tratamento controle (0 g/kg de ricota) e o tratamento com

nisina (0,1 g/kg ou 100 Ul/g), evidenciaram que nesta concentração de nisina

comercial (1.000 Ul/mg ou 0,5 %) a população de Staphylococcus aureus na

ricota cremosa permaneceu praticamente com o mesmo comportamento que o

tratamento controle durante a curva de crescimento.

Não foram observadas mudançasnas fases de crescimento do S. aureus,

dentro dos mesmos tratamentos de tenmeratura e pH, comparando-se o controle

e a nisina.

1Osresultados presentes no quadro foram obtidos através demédiadas3 repetições.
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O modo de ação da nisina depende de outros inúmeros fatores já citados

anteriormente. Dentre eles, o estado fisiológico do microrganismo sensível tem

grande influência na susceptibilidade à ação da nisina; células metabolicamente

ativas (fase exponencial) são mais sensíveis. A inibição do crescimento celular

persiste enquanto houver nisina ativa remanescente no meio de crescimento.

Portanto, quando ocorre uma atuação efetiva da nisina sobre o crescimento

microbiano, esta ação geralmente é percebida antes que o microrganismo entre

na fase estacionaria de crescimento, o que não foi observado em nenhum dos

tratamentos desteexperimento(Figuras 7,8 e 9).

OpH é citado como um dos principais fatores que interferem na boa

atuação da nisina, já que esta age melhor em pH mais ácido. Estudos

demonstraram que a adsorção da nisina à membrana do microrganismo é

dependente do pH, com valor mínimo de 3,0 e máximo de 6,5 (Parente et ai.,

1994; Yang et ai., 1992). No entanto, nem mesmo as variações do pH no

experimento interferiram na ação danisina, conforme observado nas Figura 7, 8

e9.

Na maioria dos estudos realizados com nisina observa-se a falta de uma

padronização da unidade em que a mesma é expressa, bem como em alguns

deles sequer é citada a atividade da nisina, o que dificulta em muito a

comparação de resultados entre diferentes experimentos. Mesmo na legislação

brasileira sobre aditivos, a recomendação é de 12,5 mg de nisina/kg de produto

acabado, sem, no entanto, ser citada sua atividade em "Unidades Internacionais"

(UI), o que facilitaria a padronização.

Broadbent (1989) analisou o efeito da nisina purificada em vários

microrganismos causadores de mastite, incluindo o S. aureus ATCC 29740, que

emleite foi fortemente inibido por50 ug/mL.
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Legenda: • =controle(Og/kg de ricota)
A = nisina (0,1 g/kg de ricota)

FIGURA 7 Efeito da nisina no crescimentode Staphylococcus aureus em ricota
cremosa, nos 3 níveis de pH a temperatura de 25 °C.
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FIGURA 8 Efeito da nisina no crescimento de Staphylococcus aureus em ricota
cremosa, nos3 níveis depHatemperatura de 14°C.
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FIGURA 9 Efeito da nisina no crescimento de Staphylococcus aureus em ricota
cremosa, nos 3 níveis de pH a temperatura de 7 °C.
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Vários estudos referentes ao efeito da nisina sobre outras bactérias têm

sido realizados, enfocando os produtos lácteos. Entretanto, o principal alvo de

estudo é a histeria sp., utilizando nisina purificada. Em queijo tipo cottage,

Ferreira & Lund (1996) conseguiram reduzir o crescimento em 1 ciclo log a

20 °C após 7 dias de incubação e 3 ciclos log a 20 °C após 3 dias de

armazenamento, utilizando 500 UI/mL e 2000 UI/mL de nisina,

respectivamente.

Davies et al.(1997), analisando o efeito da nisina sobre Listeria

monocytogenes em queijos tipo ricota, conseguiram inibir o crescimento da

bactéria por um período de 11 dias a 7 °C (pH 6,8) e 26 dias na mesma

temperatura (pH 5,9) utilizando 1,25 mg/L (50 ppm)de nisina. Quando

utilizaram o dobro da concentração de nisina, 2,5 mg/L (100 ppm), o

crescimento foi inibido por 8 semanas a 7 °C em pH 6,8, sendo que, empH5,9,

esta inibição se prolongou até o fim do experimento, que teve duração de 70
dias.

A dosagem de nisina comercial (0,5 a 2% de nisina) com efeito

aproximadamente 1.000 vezes menor que o da nisina purificada, recomendada

pelos fabricantes, geralmente tem como alvo principal as bactérias esporuladas,
uma vez que seu efeito sobre esporos é mais pronunciado (Delves-Broughton,
1990; Spelliaug&Hariander, 1989).

Este pode ser um dos motivos pelos quais a concentração nt\\\7*A? neste

experimento não produziu o efeito esperado, já que sua ação depende maic dos
fatores relacionados à espécie bacteriana, como a fase de crescimento celular, e
de suas condições decrescimento do que de uma característica relacionada a sua

própria molécula (Moreno etai., 1999a). Bruno etai. (1992) também relataram a

importância da concentração utilizada na adsorção da nisina à membrana dos
microrganismos.
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Durante o pré-experimento, a nisina inicialmente foi inoculada durante a

fabricação, no entanto, o fato de que a altatemperatura(96 °C), aliada à presença

do hidróxido de sódio, ambos utilizadosna produção da ricota cremosa, pudesse

estar interferindo na boa atuação da nisina levou à mudança da metodologia.

Sabe-se que em processamentos em que altas temperaturas são utilizadas, pode-

se perder até 20% de nisina. Esta perdatambém é importante do ponto de vista

econômico, já que a nisina é um aditivo de alto custo.

A quantidade de nisina utilizada foi pré-fixada anteriormente, com base

na concentração usada na indústria e recomendada pelo fabricante; por isso,

durante todo o experimento não foi cogitada a possibilidade de se alterar esta

quantidade, justamente para testar se a concentração usada na indústria era

eficiente contrao patógeno& aureus.

4.3 Efeito do pH da ricota cremosa no crescimento de Staphylococcus
aureus

Os resultados obtidos no crescimento microbiano, durante o tempo de

armazenamento, confrontando-se o pH 5,5; 5,0 e 4,5 com os diferentes níveis de

temperatura e nisina,podem serobservados nas Figuras 10,11 e 12.

No pH padrão da ricota (5,5) a 25 °C, quase não se observou diferença

com o pH 5,0, tendo a curva um comportamento bem semelhante. Entretanto, no

pH de 4,5, a fase log teve maior duração, levando cerca de 5 a 7 dias para

alcançar o ponto mávinin de 9 log(UFC/g), enquanto nos dois outros níveis este

tempo foi de 3 a 5 dias (Figura 10).

Em temperatura de 14 °C, o crescimento do S. aureus foi mais

diferenciado nos 3 níveis de pH. No pH de 5,5, a fase lag foi de 12 horas,

enquanto a fase log atingiu o máximode 7,8 log(UFC/g) em tomo do 9o dia. Já

no pH 5,0, a fase lagteve maior duração, de 24 horas,chegando à fase log em 5

dias e atingindo o máximo de 6,8 log(UFC/g). Nestes dois valores deprio
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crescimento experimentou um declínio, chegando, no fim do período de

armazenamento, a 5 log(UFC/g). Em pH 4,5, o crescimento foi menor, atingindo

somentecerca de 5,8 log(UFC/g) em tomo do Io e 3odias, demonstrandoa partir

daí uma queda até o nível de 2,2 log(UFC/g) o quepodeserobservado na Figura

11.

Controle/2S*C

0 0.125 029 ai 1 2 3 S 7 9 11 14 17 20

Tempo drAmunuiea to (<Ses)

Nisina/25°C

0 0.12S 02) U 1 235 79 11 14 17 20

TcspodeAmaicaaaentoÇdMB)

Legenda: *=pH5,5 A=pH5,0 • =pH4,5

FIGURA 10 Efeito dopHno crescimento deStaphylococcus aureus em ricota
cremosa, a temperatura de 25 °C.
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Nfeina/ 14°C

Legenda: * =pH5,5 A=pH5,0 » = pH4^

FIGURA 11 Efeito do pH no crescimento de Staphylococcus aureus em ricota
cremosa, a temperaturade 14°C.

Nenhum valor de pH apresentou crescimento do microrganismo à

tenmeratura de 7 °C (Figura 12); pelo contrário, em todos eles se observou um

declínio, chegandoa atingir,ao final do tempo de armazenamento, cerca de 2,5 a

<2,01og(UFC/g).
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* = pH5.5 A=pH5,0 • = pH4,5

FIGURA 12 Efeito do pH nocrescimento de Staphylococcus aureus em ricota
cremosa, a temperatura de 7 °C.

Muitos autores também investigam os efeitos do pH de certos alimentos
nocrescimento de S aureus, demostrando seu crescimento a valores tão baixos

quanto 4,5 a 4,7. Cormido, observa-se que o tipo de addulante utilizado para
ajustar o pH tem efeito significativo no limite inferior de crescimento do S.
aureus (Tatini, 1973).
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Os efeitos na redução do crescimento encontrados neste experimento

provavelmente se devem à atuação do ácido lático como inibidor microbiano.

Este ácido orgânico,em sua formanão-dissociada, é apontado como causador de

destruição do S. aureus em vários estudos realizados por Minor (1970), citado

por Tatini (1973). Entretanto, sua aplicação artificial é mais pesquisada em

carnes, principalmente em carcaças de frango, sendo considerado um aditivo

GRAS (Barbosa-Canóvas, 1998).

Convém mencionar que em produtos lácteos sua aplicação ocorre de

forma residual, como no caso da ricota, que para ser fabricada pode ser

adicionada deste ácido, o qual fica retido em quantidades não determinadas na

massa da ricota.

Em vários tipos de queijos também é notório sua formação natural no

período de maturação. Tal fato reduz a acidez do queijo e ao mesmo tempo o

protege com seu efeito inibitório, já que este ácido é encontrado em maior

quantidade se comparado com os demais ácidos orgânicos produzidos no queijo,

exceto em queijos Suíços (Bersfordet ai., 2001).

O efeito inibidor do ácido lático teve grande importância, sem, no

entanto, colaborar no efeito da nisina.

4.4 Influência da tenmeratura no crescimento de Staphylococcus aureus em
ricota cremosa

No que diz respeito à temperatura, o comportamento da curva de

crescimento de Staphylococcus aureus demonstrou-se bem distinto nas 3

diferentes temperaturas estudadas (Figuras 13,14 e 15).

A 25 °C, o rmcrorganismo teve fase lag de aproximadamente3 a 6 horas,

atingindo seu crescimento máximo entre 3 a 5 dias, com 9 a 8 Iog(UFC/g). Ao

fim do tempo de armazenamento, nesta tenmeratura, observa-se pequeno

declíniona curva de crescimentodo S. aureus, atingindo entre 5 a 6 log(UFC/g)

(Figura 13).
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Nisina/ pH 5,5
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FIGURA 13 Efeito da tençeratura no cirecimento de Staphylococcus aureus
em ricota cremosa submetida a diferentes níveis de nisina em
PH5.5.

O S aureus a 14 °C variou significativamente seus parâmetros de
crescimento. A fase lag, por exemplo, teve variação de 12 a48 horas; após este
período, omicrorganismo iniciou sua fese de crescimento logaritmico, chegando
a atingir o máximo de 4,4 log(UFC/g) a 7,6 log(UFC/g) entre o 5o e 9° dias,
dependendo do pHda ricota (Figura 14).
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Controle/ pH 5,0
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Legenda: * =25"X: a = 14°C * = TC

FIGURA 14 Efeito da temperaturano crescimento de Staphylococcusaureus
em ricota cremosa submetida a diferentes níveis de nisina em
pH5,0.

No pH 4,5 a temperatura de 14°C ocorreu quedaacentuada na curva de

crescimento devido a morte celular. Neste tratamento o microrganismo atingiu

seu crescimento máximo, de cerca de 4,8 log(UFC/g), em tomo do Io ao 3° dias

de ?rma?anjimçntr^ caindo rapidamente a partir deste ponto. No último dia de

armazenamento da ricota, as análises detectaram apenas cerca de 2,3

log(UFC/g), como podemosobservarna Figura 14.
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Na temperatura de 7 °C, não foi observado crescimento algum do
microrganismo, em nenhum dos níveis de pH enisina. Ao contrário disto, houve
um decréscimo de microrganismos, chegando em algumas análises, ao final do
período de armazenamento, a níveis não detectáveis (< 2 logUFC/g) pelo
método utilizado para acontagem (Figura 15).

Legenda: • =2St a =14°C • =7°c 3

FIGURA 15 Efeito da temperatura no crescimento de Staphylococcus aureus
em ricota cremosa submetida a diferentes níveis de nisina em
pH4,5.
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Schimitt et ai. (1990), analisando o intervalo de crescimento de cepas de

S. aureus, encontraram, em caldo BHL limites de crescimento entre 6,5 °C a

39.5 °C. Já Angelotti (1961), citado por Smith (1983), cita limites de 6,7 °C a

45.6 °C, sem crescimento, a temperaturas menores que 5,6 °C. Entretanto,

Pereira (2000), estudando o crescimento de Staphylococcus sp. em queijos tipo

Minas estocadosa -20°C por20 meses,detectou um crescimento de 1 ciclo log.

A contribuição mais importante para a diminuição do crescimento

microbiano a baixas temperaturas é a mudança na estrutura da membrana,

principalmente no diz respeito aos fbsfolipídeos de membrana, o que afeta o

deslocamento de nutrientes e o sistema enzimático da célula.

As temperaturas de refrigeração ainda são consideradas a principal arma

contra o crescimento microbiano, principalmente com o advento da cadeia de

frio.

4.5 Aspecto geral da ricota cremosa no decorrer do armazenamento

Com relação ao aspecto visual e ao odor da ricota cremosa durante o

tempo de armazenamento, existem algumas observações importantes a serem

feitas.

Após a fabricação não foiobservado dessoramento no produto.

As ricotas conservadas à temperatura de 7 °C não apresentaram

alterações no aspecto visual e nem mesmo no odor até o fim dos 20 dias de

armazenamento. No entanto, não foram realizadas análises sensoriais para se

avaliar o sabor da mesma, que poderia estar alterado devido a reações

enzimáticas. A análise sensorial não foi realizada pois o produto estava

inoculado com o patógeno S aureus, o que poderia oferecer risco aos

provadoresao ser ingerido.
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Nas demais temperaturas, em que o crescimento microbiano foi mak

intenso, em tomo do 9° a 11° dias, já era possível sentir oodor fétido do produto.
Além disso, as ricotas a esta temperatura demonstraram um aspecto gosmento e
pegajoso em tomo do 14°a 17° dias.

A presença de fungos e leveduras também se tomou evidente na

temperatura de 25 °C a partir do 14° dia, sendo que as leveduras apresentaram

crescimento em ágar Baird-Parker em forma de colônias branco-acinzentadas,

brilhantes e bem pequenas que ao microscópio apresentavam características de

leveduras. As colônias de fungos de várias colorações se tomaram visíveis na

superfície das ricotas. Davies et ai. (1997) também relataram o crescimento de

fungos em experimento com Listeria monocytogenes em ricota, sendo necessário
o usode sorbato depotássio a 500mg/L.
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5 CONCLUSÕES

• O controle microbiológico da massa de ricota antes da inoculação

demonstrou umprodutode boaqualidade.

• A nisina comercial (l.OOOU.I./mg), na concentração utilizada (lOOU.L/g de

ricota) não foi eficaz na redução da população de Staphylococcus aureus em

ricota cremosa, nas condições deste experimento.

• A tenmeratura de 7 °C apresentou os melhores resultados na inibição do

crescimentodo microrganismoestudado.

• O pH 4,5 modificou significativamente o comportamento da curva de

crescimento do Staphylococcus aureus (morte celular), principalmente nas

tenroeraturas 7 °C e 14 °C.
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os estudos avaliando o efeito da nisina sobre microrganismos
patogênicos, no próprio alimento, ainda são escassos; portanto, há muito a ser
explorado.

Como já foi citado anteriormente, a desigualdade entre unidades setoma

um problema na padronização e comparação entre os trabalhos. Com isso,
quando se está avaliando aação da nisina sobre um determinado microrganismo
as unidades apresentadas podem se tomar um impecílio na comparação.

Alguns trabalhos partiram para o bioensaio, analisando a atividade da

nisina sobre uma ou várias cepas de microrganismos patogênicos e
não-patogénicos, importantes pelo ponto de vista da deterioração dos alimentos.
Nesta linha de pesquisa, o bioensaio foi utilizado com os mais variados

objetivos: avaliar aquantidade de nisina inicial eresidual no alimento; analisar o
efeito e o modo de ação sobre determinado microrganismo em diferentes fases
de oescimento; determinar a concentração mínima imbitória (MIC) da nisina
contra o microrganismo estudado e ò^tenninar a atividade da nisina no alimento
e em soluções entre outros.

No caso da cepa de Staphylococcus aureus, seria interessante analisar
sua MIC, uma vez que este microrganismo apresenta, em geraL resistência a
vários antibióticos e já foram descritas cepas resistentes à nisina. O efeito
também poderia ser analisado para outras cepas desta mesma espécie, assim
como aprodução da enterotoxina também poderia ser avaliada.

A importância de utilizar a nisina comercial, esta no fato de que ela
confere melhor aplicação para o ramo da indústria, maximizando seu
aproveitamento, uma vez que se trata de um produto de alto custo.

Notamos, portanto, que há inúmeras possibilidades aserem pesquisadas
para se conhecer afundo anisina esua atuação sobre vários nucrorganismos.
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