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RESUMO GERAL

RIBEIRO, Ana Cristina Influéncia da Temperatura, pH e Nisina no
Crescimento de Staphylococcus Aureus em Ricota Cremosa. Lavras: UFLA,
2002. 69p. (Dissertagdo-Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)'

O Staphylococcus aureus continua sendo uma das principais causas de
intoxicagoes alimentares no mundo todo, sendo incriminados diversos tipos de
alimentos, dentre estes os produtos lacteos. Para prevenir o crescimento
microbiano e desenvolver processos de tratamento adequados, torna-se importante
o estudo dos fatores que interferem neste crescimento no alimento, limitando o
risco potencial ¢ permitindo a obtengdo de alimentos mais seguros. Buscou-se,
desta maneira, avaliar o efeito da nisina, pH e temperatura de armazenamento de
queijos tipo Ricota Cremosa no crescimento do patégeno Staphylococcus aureus.
Para a condugdo deste experimento, a ricota, produzida sob condigdes higiénicas,
foi inoculada com Staphylococcus aureus produtor de enterctoxina A (SEA) a
10° UFC/g de Ricota cremosa. As ricotas receberam como tratamento 3 niveis de
pPH (5,5; 5,0 e 4,5); 2 de nisina, sendo um o controle (Og de nisina/ kg de ricota) e
o outro com 0,1g de nisina/kg de ricota; e 3 temperaturas de armazenamento, 7,
14 e 25 °C, sendo analisadas por um periodo de 20 dias. Durante este periodo,
observando as curvas de crescimento obtidas, demonstrou-se que a nisina
comercial, na concentragdo utilizada, nio foi eficaz. Em pH de 4,5 levou a um
declinio 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 acido latico teve grande importincia, sem, no
entanto, colaborar no efeito da nisina. A temperatura de 7 °C apresentou os
melhores resultados na inibigio do crescimento do microrganismo estudado,
levando-se a reforgar que temperaturas de refrigeraciio ainda sio consideradas a
principal arma contra o crescimento microbiano, principalmente com o advento
da cadeia de frio.

! Orientadora: Prof”. Dr*. Roberta Hilsdorf Piccoli do Valle - UFLA



GENERAL ABSTRACT

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

Staphylococcus aureus continues to be one of the main causes of food
poiscnings in the world, being incriminated 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 food, limiting the potential risk and permitting
safer food attainment. Research was carried out, in this way, to evaluate the effect
of the nisin, pH and storage temperature of creamy ricotta type cheeses in the
growth of the pathogen Staphylococcus aureus. To carried out this experiment,
ricotta, produced under hygienic conditions, was inoculated with producing
Staphylococcus aureus of enterotoxin A (SEA- staphylococcal enterotoxin A), at
10° UFC/g creamy Ricotta. The Ricotta had received as treatment 3 levels of pH
(5,5; 5,0 and 4,5); 2 of nisin, one being the control (0g of nisin/kg) and the other
with 1 g of nisin/10kg 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
growth 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 the effect of
the nisin. Temperature of 7 °C presented the best results in the inhibition of the
growth of the studied microorganisms, reaffirming that refrigeration temperatures
are still considered the main weapon against the microbial growth, mainly with
the advent of the cold chain.

! Adviser: Prof’. Dr*, Roberta Hilsdorf Piccoli do Valle - UFLA



1 INTRODUCAO

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 obtengdo de produtos com
reduzida vida de prateleira.

Devido a globalizagdo, a entrada do Brasil no Mercosul e ao Cédigo de
Defesa do Consumidor, amplamente divulgados por emissoras publicas, os
cuidados e preocupages referentes a qualidade microbiolégica dos alimentos
tém aumentado, principalmente para atenderem as exigéncias do mercado, de
consumidores mais conscientes ¢ aos érgios de fiscalizagio com o intuito de
evitar problemas de saide publica. Porém, somente algumas empresas estdo
implantando sistemas mais eficazes de controle de qualidade do tipo APPCC
(Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle) e BMF (Boas Praticas de
Fabrica¢do); nas demais, o controle ainda é incipiente ou quase inexistente,
cabendo a populagio e aos drgdos de fiscalizagio exigir melhores condigdes
higiénico-sanitarias dos produtos.

O tratamento térmico ainda ¢ a técnica de conservagio mais empregada
nos alimentos. Entretanto, o interesse em técnicas alternativas, nio térmicas, que
possam ser aplicadas comercialmente com o mesmo objetivo, tem despertado a
aten¢io para aditivos como as bacteriocinas, sendo a nisina uma delas.

A nisina é produzida por algumas linhagens de Lactococcus lactis subsp.

( lactis, sendo classificada como GRAS ( “Generally Recognized as Safe” ) e
laprovada 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 maxima de 12,5 mg/kg. Essa
bacteriocina apresenta atividade antimicrobiana contra amplo espectro de
microrganismos Gram positivos, incluindo o patégeno Staphylococcus aureus.




O Staphylococcus aureus continua sendo uma das principais causas de
toxinoses alimentares no mundo todo, sendo incriminados diversos tipos de
alimentos, dentre estes os produtos lacteos. A intoxicag¢do causada pela toxina de
Staphylococcus aureus veiculada por queijos tem recebido especial interesse
pelas autoridades sanitirias de muitos paises, inclusive no Brasil, onde a
pasteurizagdo do leite freqiientemente nio é feita e nem sempre sdo respeitados
o5 padrdes sanitarios para os produtos liacteos. /

As condi¢des favoraveis para o seu crescimento e, em consequéncia,
para a produgéio da toxina, variam de acordo com o tipo de alimento, sendo que,
quanto mais nutritivo seja, mais amplo serd o intervalo de temperatura, pH e
atividade de agua em que o Staphylococcus aureus podera crescer.

Para prevenir o crescimento microbiano e desenvolver processos de
tratamento adequados, torna-se importante o estudo dos fatores que interferem
neste crescimento no alimento, para que a sua manipulagio possa limitar o risco
potencial, permitindo a obtengio de alimentos 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 crescimento do patégeno Staphylococcus aureus.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da ricota como alimento

A ricota é um queijo de origem italiana fabricado em diversos paises sob
varias denominacdes. E conhecida também por queijo de albumina, por se
constituir basicamente desta e de lactoglobulina, que sio os principais
componentes protéicos do soro e ndo sdo coagulaveis pelo coalho. S3o proteinas
facilmente desnaturadas e precipitadas pelo calor, sob a influéncia de
acidificagfio, o que constitui o principio basico da fabricagio da ricota (Furtado,
1994).

A massa da ricota é obtida através da acidificagdo do soro de queijo,
adicionado ou ndo de 10% de leite integral, apds seu aquecimento a
aproximadamente 92°C. O rendimento médio da fabrica¢iio é de cerca de 4 a
6%, sendo um produto de pouca durabilidade, e portanto cansiderado queijo
fresco. A composi¢do média da ricota pode ser observada no Quadro 1.

QUADRO 1 Composic3o média esperada da ricota padrio fabricada a partir de

leite bovino.

Umidade 702 73%

Proteinas 8,0a12,0%

Gordura 428%

Colesterol 57 mg/ 100g <

pH 49a53°
| Calorias 136 a 146 keal
Fonte: Marchisio et al, 1999.



Segundo Furtado (1994), alguns pontos criticos sio observados na
fabricagiio de Ricota:

e A quantidade de acido a adicionar pode variar em fungdo da acidez e pH do
soro utilizado, temperatura ¢ intensidade de agitacio.

e O emprego de vapor direto no aquecimento do soro, facilita a formagio da
camada de ricota na superficie do soro. Isto ocorre devido a oclusdo de ar nos
flocos formados pela desnaturagdo protéica, influenciada pelo borbuthar do
vapor no fundo do tanque.

« O pH final é critico, por afetar a propriedade da ricota de flocular &
superficie ou precipitar para o fundo do tanque.

o Este pH pode variar de um processo para outro e deve ser determinado na
pritica, e estd diretamente relacionado ao tipo e a quantidade de é&cido
empregado.

O processo de elevagdo da temperatura do soro ou mistura favorece a
obtencdo de uma massa com baixa contagem microbiana. Contudo, apés sua
obtengdo, esta massa fica exposta a mumeros pontos de contaminagio
principalmente por ser excessivamente manipulada.

Segundo dados da Associagdo Brasileira das Industrias de Queijos,
ABIQ (2000), nos ultimos cinco anos a produgdo de ricota aumentou em tomo
de 35%, mimeros referentes apenas a estabelecimentos sob inspecio federal.

Pelo seu baixo teor de gordura, alta digestibilidade e auséncia de sal, a
ricota é considerada um produto leve e dietético, mundialmente consumido em
muitas dietas alimentares,

As vezes ¢ comercializada somente apés o processo de defumagio
(ricota defuimada) ou de condimentagdo (ricota condimentada). A ricota
defumada é altamente resistente as condigdes desfavoraveis do ambiente, do
transporte e da exposicdo a venda (Panetta, 1975). Além de ser encontrada na
forma prensada, pode também se: cremosa, acondicionada em potes,



condimentada ou ndo. A ricota culiniria, em cujo processo de fabricagio
emprega-se creme de leite para toma-la mais cremosa, também é comercializada
(Furtado, 1994).

As exigéncias de mercado em relagio a produtos mais nutritivos e
saudaveis, particularmente no que se refere ao teor de gordura, estimulam a
producdo e criagio de novos produtos, como a ricota cremosa, com consisténcia
de paté, porém sem adicio de creme de leite. Com isso, o produto final contém
apenas proteinas de facil digestdo e alto valor bioldgico.

2.2 Fatores que interferem no crescimento microbiano em alimentos

A necessidade e a importincia da seguranca dos alimentos, para que
ndo causem danos a saude do consumidor, s30 inquestionaveis.

A produgdo de alimentos seguros requer:

o  Controle na fonte;

»  Controle do desenvolvimento e do processo dos produtos;

» Boas praticas higiénicas durante a produgio, o processamento, a
manipulagdo, a distribuigdo, a estocagem, a venda, a preparagio e a utilizagdo.

o Abordagem preventiva, uma vez que a efetividlade dos testes
microbiologicos de produtos finais é limitada (CAC Alinorm 97/13 - Codex
Alimentarius Commision,1995).

Do ponto de vista microbiolégico, o conceito de um alimento seguro é
dado a partir da defini¢do de risco significativo. Um consumidor pode censiderar
que alimento seguro é aquele que oferece risco igual a zero, enquanto um
produtor de alimentos deve considerar o que oferece um risco aceitavel. A maior
parte dos pesquisadores concordam que risco igual a zero é impraticivel devido
a quantidade de produtos alimenticios disponiveis, 4 complexidade da cadeia de
distribuicio e a natureza humana. Os riscos de ocorréncia de doengas
transmitidas por alimentos devem ser reduzidos ao miximo durante sua



producdo, para se obter um risco aceitavel, e de acordo com os padrdes exigidos

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

questionamentos, € necessario entender o crescimento microbiano e os fatores
que nele interferem.

O crescimento microbiano ocorre pela divisio de uma célula em duas,
processo denominado de fissdo biniria. A divisio celular ocorre de forma
coordenada com a replicagdo do cromossomo. O intervalo de tempo requerido
para a formagdo de duas células a partir de uma é chamado de tempo de
geragdo, quando a populagdo de células dobra. Este tempo varia conforme o
microrganismo, podendo ser de 10 minutos, varias horas ou dias.

O ciclo de crescimento microbiano ¢ composto por quatro fases
principais (Figura 1):

1. Fase lag: as células ndo estdo se mutiplicando, mas sintetizando as enzimas
apropriadas para o ambiente.

2. Fase exponencial (ou log): a populagdo estd crescendo em escala
logaritimica.

3. Fase estacionaria: a taxa de multiplicagdo é igual 3 taxa de morte, resultando
em um nimero igual de células em um dado tempo. A morte é causada pelo
esgotamento de nutrientes, pela acumulagio de produtos finais tdxicos ou
outras mudangas no ambiente como variagdes de pH.

4. Fase de morte: o nimero de células morrendo ultrapassa o de células em
multiplicacdo.



Estaciondria
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FIGURA 1 Curva de crescimento microbiano (Fonte: Forsythe, 2002).

O crescimento de bactérias patogénicas nos alimentos é afitado por
varios 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 microrganismos é bastante
dificil. 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
sdo: temperatura, pH e atividade de agua (a,,) (Forsythe, 2002).

2.2.1 Temperatura

A temperatura é um dos mais importantes fatores ambientais que
influenciam a sobrevivéncia e o crescimento dos microrganismos. As faixas de
temperatura para o crescimento microbiano possuem valores minimos, maximos



e otimos, os quais variam de acordo com o microrganismo. O valor étimo de
temperatura de crescimento divide os microrganismos em trés grupos:
termofilos, mesofilos e psicrofilos. ‘

As reagles quimicas e enzimaticas podem ocorrer de forma mais rapida
na célula, acelerando, desta forma, o crescimento microbiano temperaturas
mais elevadas. Entretanto, acima de certas temperaturas, as proteinas, acidos
nucléicos e outros componentes celulares podem sofrer danos irreversiveis,
prejudicando o crescimento do microrganismo (Madigan et al., 1996).

222 pH (concentraciio hidrogenionica, acidez ou alcalinidade relativas)

Para a concentragdo hidrogenidnica, os microrganismos também
possuem valores minimos, maximos e o6timos. Cada microrganismo tem
preferéncia por um valor étimo de pH do ambiente, no qual seu crescimento é
maximo. Saindo da faixa de pH ideal para o crescimento, e dirigindo-se aos
extremos da escala, ocorre a redugdo deste crescimento (Madigan et al., 1996).
As mudangas bruscas no pH de um alimento podem refletir sobre a atividade
microbiana.

Alguns acidos orgdnicos fracos sio comumente utilizados na
conservagdo de alimentos, como os acidos acético, latico, benzdico e sdrbico.
Em solugdo, os acidos fracos conservantes existem em pH dependeate (medido
pelo valor pK,) entre os estados associados e dissociados (Barbosa-Caunovas,
1998).

A atividade 6tima de inibigdo ocorre em condigdes de pH baixos, pois
favorece o estado associado e nio carregado da molécula que é livremente
permeavel através da membrana plasmética e, assim, é capaz de penetrar na
célula (Figura 2). A molécula se dissociara apds entrar na célula, resultando em
liberagdo de protons e anions carregados que nio s3o capazes de atravessar a
membrana. Desta forma, a molécula do icido difunde-se na célula até que o



equilibrio seja atingido, resultando no acimulo de &nions e prétons
carregados no interior da célula, que podem levar ao rompimento da membrana,
inibigdo de reagdes formadoras de metabdlitos essenciais, acimulo de anions
toxicos e estresse na homeostase do pH intracelular (Bracey et al., 1998; Eklund,
1998; Booth & Kroll, 1989).

pH neutro
PK.=3.08
CH.CHOHCOOH —-’»CHJCHC}HCOO‘ +id*
FY +

ATP ADP

PK.=3.08 v
CH,CHOHCOOH @—CH,CHOHCOO™ + H*

Acido lactico >

Ambienle de pH Scido

FIGURA 2 Modo de agdo dos acidos organicos (Fonte: Barbosa-Canovas,
1998).

2.23 Atividade de dgua (a,)

A atividade de 4dgua é a medida de 4gua disponivel em uma amostra.
Uma solugdo de dgua pura possui um valor de a, igual a 1,00. A adicio de
solutos reduz o valor de a, para menos de 1,00. A a, oscila pouco com a
variagdo da temperatura de crescimento de microrganismos.



Quando outras substincias (solutos) sdo adicionados & agua, suas
moléculas orientam-se na supetficie do soluto e as propriedades da solugdo
mudam drasticamente. A célula microbiana deve competir com as moléculas de
soluto pela agua livre. Como sugere Forsythe (2002), geralmente as bactérias
necessitam de maior quantidade de agua livre para crescer do que os fungos;
contudo, o Staphylococcus aureus constitui uma excegdo a esta regra, ja que
apresenta desenvolvimento em indices de atividade de agua considerados baixos
para uma bactéria patogeénica (0,83 a,,).

Para a, existe um valor minimo exigido para o crescimento de cada
microrganismo. Em valores mais baixos que este minimo, as bactérias ndo
necessariamente morrerdo, mesmo que isso acontega a algumas porgdes da
populagdo. A a, de uma solugdo pode interferir no efeito do calor para matar
bactérias em uma dada temperatura.

A atividade de agua tem sido bastante utilizada como um fator de
conservacio de alimentos por meio da adi¢io de sal ou agucar (Forsythe, 2002).

2.3 Staphylococcus aureus e sua importincia na saiide piblica
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 liquidos. A primeira publicagio sobre estes microrganismos, em forma de
"cocos", e sobre sua constincia em abcessos agudos e cromicos foi feita na
Escécia, no ano de 1881. Foi também a partir destes estudos que passaram a
receber a denominagdo de Staphylococcus devido ao fato de que, gquando
observados microscopicamente, apresentavam-se sob a forma de graos
arranjados ou dispostos como cachos de uva (Ogston, 1981 citado por Baird-
Parker, 1990).
i As bactérias do genero Staphylococcus (do grego Staplyle = uva)

. perteacem a familia Micrococcaceae e apresentam-se como cocos gram-
\
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positivos, com didmetro entre 0,5 a 1,5 pm, iméveis, agrupados em massas
irregulares ou cachos de uva. Sdo aerdbios ou anaerdbios facultativos, :‘
produtores de catalase e normalmente beta-hemoliticos. Fermentam a glicose |
com produgdo de acido, tanto em aerobiose como em anaerobiose, ’
diferenciando-se, assim, dos microrganismos do género Micrococcus, que s |
fermentam em aerobiose (Kloss & Schleifer, 1986). /j

Atualmente, cerca de 33 espécies de Staphylococcus sio reconhecidas, \
podendo ser divididas em duas categorias: coagulase positivos e coagulase |
negativos. Essa divisdo é baseada na capacidade de coagulagio do plasma, que é 5’

" uma propriedade considerada como importante marcador de patogenicidade dos |
estafilococos (rB_ehme et al., 1996; Trabulsi et al., 1999; Gay & Fox, 2000).

Dentre estas espécies, o Staphylococcus aureus permanece como a mais
frequentemente associada as doengas estafilocdcicas, quer seja de origem
alimentar ou no.

O crescimento ocorre em larga faixa de temperatura, 6,5 a 50 °C, como
6timo entre 30 e 40 °C, dependendo das condigdes.

A espécie Staphylococcus aureus cresce em largas faixas de pH,
variando entre 4,0 a 10,0, sendo os valores 6timos entre 6,0 e 7,0.

Quanto a 2, , o desenvolvimento deste microrganismo esta na faixa de
0,83 a 0,99, de acordo com Tatini (1973), sendo considerados vinicos em sua
capacidade de crescerem em valores inferiores aos considerados normais para
bactérias ndo-haléfilas. S3o também tolerautes a concentragdes de 10 a 20% de
NaCl e a nitratos, oquetomaosalhnanoscuradosveiculospotmciaisparaas)
mesmas. ’

A 60 °C, 12 minutos sio necessarios para a morte de 99,999% da
populagdo bacteriana em leite integral, e cerca de 21 minutos na mesma
temperatura para se obter 0 mesmo grau de destrui¢io no soro (Shebuski, 1983).
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Segundo Speeck (1984), a contaminagdo por Staphylococcus aureus
pode resultar de fonte humana, animal ou ambiental. Para estes autores, naqueles
alimentos em que o processamento destréi este microrganismo, a presenga do
Staphylococcus aureus pode indicar comtaminacgio pela pele, boca, fossas nasais
dos manipuladores do alimento, introduzidos diretamente por lesGes infectadas
nas mios e bragos ou por tosse e espirros comuns nas infecgOes respiratorias.

O contato com superficies inadequadamente higienizadas dos
equipamentos de produgdo ou exposi¢do do produto alimenticio também podem
ser origem de contaminagdo por Staphylococcus aureus. Portanto, sua presenga
em linhas de processamento de alimentos tem sido considerada como um
indicador de condicdes precarias de higiene e manipulagio inadequada da
matéria-prima ou do produto final (Notermans & Wemars, 1991).

A presenca de S. qureus em alimentos in natura e produtos alimenticios
repr&sa:taparaasaﬁdeﬁsoopotmciaLumavuqﬁealgumascepassﬁo
produtoras de enterotoxina termoestivel. Dentre os principais substratos
alimenticios, incriminados epidemiologicamente como capazes de tolerar o
desenvolvimento natural e artificial do S. aureus, podem ser citados os produtos
lacteos (queijos, leite cru, pasteurizado e em p6, manteiga e sorvetes), produtos
de confeitaria (bolos recheados, tortas e doces cremosos), cames frescas e
curadas, ovos e massas alimenticias (Pereira, 1996).

No Brasil, trabalhos referentes & condigdo microbiologica dos queijos
evidenciam que S. aureus pode atingir contagens suficientemente altas para
causar intoxicacio alimentar. Esta situagdo é encontrada em varios tipos de
queijos, sendo os mais citados o queijo “Minas Frescal” e a mussarela, com
niveis de contamina¢io variando entre 10° e 10’ UFC (Unidade Formadora de
Coldnia)/g (Gomes & Gallo, 1995; Gémez et al., 1983; Nascimento et al., 1985;
Sabioni et al., 1994; Rodrigues et al., 1995; Cerqueira et al., 1995).
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Em alguns trabathos foi analisada a contaminagio do soro de queijo,
encontrando-se niveis entre 10? ¢ 10° UFC/mL (Chiappini et al., 1995). Ahmed
et al. (1983), analisando o soro de queijo Domiati, encontrou niveis de
contaminago por S. qureus entre 10* e 10° UFC/mL.

Os relatos a respeito da condigio microbioldgica da ricota ainda sdo
poucos. Cossedu et al. (1997) encontrou apenas 10% de Staphylococcus spp.,
sendo estes coagulase-negativos. Ja Silveira et al. (2000) encontrou niveis entre
10® e 10° UFC/g de Staphylococcus aureus.

O crescimento e a produgio de enterotoxinas de S. qureus sio afetados
por alguns fatores no alimento, como qualidade nutricional, pH do substrato,
temperatura, atmosfera, atividade de agua, concentragio de cloreto de sédio,
outros agentes quimicos e competigio com outros microrganismos. Cantudo,
sendo estes fatores os Gtimos para o crescimento do microrganismo, nio
necessariamente serdo os niveis 6timos para a producio da enterotoxina
(Halpin-Dohnalek & Marth, 1989).

A produgdo das enterotoxinas é compativel com o nimero de células,
sendo que uma populagfo minima de 10° UFC/g de alimento é citada como
necessaria para produzir quantidade suficiente de enterctoxina para causar
toxinose ( ICMSF,1983; Aktar et al., 1996; Park et al., 1994; Newsome, 1988).
Este dado, porém, tem variado conforme o autor, encontrando-se niveis
menores.

Entende-se por toxinose estafilococica uma doenga comum entre surtos
alimmtares,queoconedevidoiingmiodealimmtosmmadospor
enterotoxinas produzidas por algumas espécies de Staphylococcus (Bergdoll,
1989).

Ossixnomasclhlicosmisﬁ'equméonéusas,vémitos,dom
abdmninaisedianéiasemfebre,queocomapésZa6horasdaingwﬁodo
alimento contendo a toxina pré-formada (Betley & Harris, 1994). Podem ocorrer
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também dores de cabega, calafrios, queda de pressdo arterial e, ainda, febres
quando a quantidade de toxina for muito grande. Quando ha choque e
desidratagdo, é necessaria a hospitaliza¢do para reposi¢io de fluidos e eletrdlitos.

Os surtos de toxinoses alimentares sdo provocados por alimentos que
permaneceram no intervalo de temperatura 6tima para o crescimento e produgdo
de toxina pelo microrganismo, por tempo variavel, de acordo com o nivel de
indculo, temperatura de incubagio entre outros fatores.

A primeira observagdo registrada que associou os estafilococos a
toxinose alimentar provavelmente foi feita em 1884, por Vaughan & Stemeberg.
Os autores demonstraram uma intoxicagdo, ocorrida em Michigan, envolvendo
pessoas que haviam se alimentado de queijo contaminado por estafilococos.

Recentemente, muitos casos de intoxicacdo alimentar estafilococica tém
ocorrido no Brasil; porém, uma imvestigagio mais completa destes surtos, bem
como sua notificagiio, ndo tém sido realizadas, o que leva a auséncia de dados
mais precisos.

Em muitos paises da Europa, nos Estados Unidos e no Canada, o
Staphylococcus aureus é o principal agente causador de doencas transmitidas
por alimentos (DTAs) (Meyrand et al., 1999). Na Franca, a toxinose alimentar
por S. aureus é o segundo mais frequente causador de surtos de doengas
alimentares relacionados a produtos lacteos, depois da Salmonella (Lepoutre et
al., 1994; Rosec & Gigaud, 2002). ’

2.3.1 Enterotoxinas Estafilocécicas

Staphylococcus spp e, em especial, o Staphylococcus aureus produzem
ampla variedade de exoproteinas que contribuem para sua capacidade de
colonizar e de causar doengas em hospedeiros mamiferos e aves.
Aproximadamente, todas as cepas secretam enzimas e citotoxinas, as quais
incluem quatro hemolisinas (alfa, beta, gama e delta), nucleases, proteases,
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s lipases, hialuronidase e colagenase. A principal fungiio destas proteinas é
| converter os tecidos locais do hospedeiro em nutrientes necessirios ao seu
| crescimento. Algumas cepas produzem uma ou mais exoproteinas adicionais, as
' quais incluem a toxina da sindrome do choque toxico, as enterotoxinas
| estafilococicas (SE), toxinas esfoliativas e leucocidina. Cada uma destas toxinas

| & conhecida por seus potentes eféitos nas células do sistema imune dos

f’ hospedeiros (Dinges et al., 2000).

O Staphylococcus aureus e outras espécies de Staphylococcus, mcluindo
S. capitis, 8. cohnii, S. equorum, S. haemolyticus, S. hyicus, S. intermedius, S.
lentus, S. simulans, S. xylosus (Valle et al., 1990), tém sido implicadas na
producdo de enterotoxina. Entretanto, o S. qureus tem sido considerado um dos
mais importantes causadores da intoxicagfio alimentar, ja que aproximadamente
metade das cepas de S. aureus sdo enterotoxigénicas (Bergdoll et al., 1990;
Halppin-Dohnalek & Marth, 1989).

\ Em analises microbiolégicas de alimentos, o Staphylococcus produtor de
.coagulase positiva tem sido usado como um organismo indicador, apesar de a
iprodllgio de mterotoxma por espécies estafilocicicas ndo produtoras de
fooagulase negativa ter sido informada (Vemozy-Rosand et al , 1996).

j Existem no minimo dez enterotoxinas imunologicamente diferentes
r produzidas por estafilococos, além de algumas toxinas imunologicamente

- desconhecidas (Bergdoll, 1989; Su & Wong, 1950), as quais s3o produzidas

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

’ As enterotoxinas estafilocécicas (SEs) sdo classificadas, de acordo com
suas propriedades antigénicas, em nove grupos: SEA, SEB, SEC (dividido em
trés subclasses SEC,,SEC; e SEC;, baseadas em seus pontos isoelétricos), SED,
SEE, SEG, SEH, SEI e SEJ (Balaban & Rasooly, 2000).

As enterotoxinas estafilocécicas sio proteinas globulares de cadeia
simples, sohiveis em agua, com peso molecular entre 28.600 e 35.000 daltons

!
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(Bergdoll, 1980; Su & Wong, 1995) e que contém muitos residuos de lisina,
aspartato, glutamato e tirosina em sua estrutura primaria protéica (Bergdoll,
1990).

Em sua forma biologicamente ativa, elas sdo resistentes ao calor
(termoestaveis), o que constitui um ponto crucial no controle de qualidade de
alimentos, ja que elas podem persistir no produro final, apés o processamento
térmico (Bergdoll, 1989). As enterotoxinas estafilococicas atuam como super
antigenos e ativam sistemas de defesa humana quando causam toxinose ou
outras doengas (Marrack & Kappler, 1990; Dinges et al., 2000).

Em geral, quanto mais baixa for a temperatura, maior sera o tempo
necessario para a produgio de enterotoxina. Em condigdes o&timas, a
enterotoxina torna-se evidente em 4 a 6 horas.

Sua produgdo ocorre em pH étimo entre 6,14 e 7,95, sendo muito
influenciada pelo meio. A enterotoxina A pode ser produzida entre pH 4,6 a 6,5
em leite esterilizado. Em caldo BHI, a produgdo ocorre em valores de pH entre
5,15 a2 9,02 (Smith et al., 1983).

As enterotoxinas sdo higroscopicas e facilmente soliveis em agua e
solugGes salinas. Apresenmtam ponto isoelétrico entre 7,0 e 8,6 e pico de
absorbancia a 277 nm , sendo resistentes a tripsina, miotripsina, renina, papaina
e pepsina, com excegio da enterctoxina B, que é destruida por esta ultima
enzima, em pH ao redor de 2,0 (Niskanen & Koiranen, 1977).

A SEA e SED predominam nos surtos de imtoxicagio alimentar
(Trabulsi, 1999) e cerca de 5% das intoxicacdes sdo causadas por enterotoxinas
ainda ndo identificadas. De acordo com Holt et al. (1994), a maioria das cepas
produzem SEA.

Néo existe concordincia entre os vérios autores sobre a quantidade
minima de enterotoxina necessaria para causar sintomatologia em seres
humanos. De uma maneira geral, estima-se entre 0,015 e 0,375 pug de
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enterotoxina por quilo de massa corporea. Caracteristicas individuais também

/ devem ser levadas em consideragiio (Franco & Franco, 1996).

J O principal alvo de agiio das enterotoxinas é o trato gastro-intestinal,
sendo o vomito o sintoma mais comum da intoxicagio por S. aureus, mas outras
alteragdes sdo evidenciadas na pressdo arterial e na temperatura, indicando sua
passagem para o sistema circulatério (Bergdoll, 1983).

Os métodos para detecgio de enterctoxinas estafilococicas sdo

| classificados em biologicos e imunolégicos, sendo os iltimos mais utilizados.
/( Os métodos imunoldgicos baseiam-se no principio de precipitagio da
/  reagdo antigeno-anticorpo. Dentre estes métodos podem ser relacionados os de
/ reagdes em gel, dentre 0s quais se destacam as técnicas de ‘O.S.P.’ e
‘microslide’. Atualmente, os ensaios RPLA e ELISA, os quais se baseiam no
uso de anticorpos especificos, tém apresentado melhores resultados (Brabes,

1999; Park & Szabo, 1986).

,;j Para evitar o consumo de produtos contaminados é de grande

‘. importncia que os alimentos sejam submetidos a um eficiente controle de

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

ROV

% 9‘<z.4 Aspectos gerais sobre a nisina

24.1 Estrutura quimica da nisina
A nisina é produzida naturalmente por algumas linhagens de
Lactococcus lactis subsp. lactis, constituindo-se de um peptideo de 34
aminodcidos, que faz parte da familia dos lantibiéticos, os quais so peptideos
modificados. E formada por oito alaninas, quatro 4cidos aminobutiricos (ABA),
trés glicinas, trés isoleucinas - sendo uma amino-terminal trés lisinas - sendo
uma carboxiterminal, duas leucinas, duas histidinas, duas metioninas, uma
serina, uma valina, uma prolina, uma asparagina e os aminoacidos incomuns
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deidroalanina (DHA) e deidrobutirina (DHB), com um peso molecular de 3.500
daltons (Moreno et al., 1999).

Segundo Breukink & Kruijff (1999), quanto a tradugdio, a molécula de
nisina é produzida em sua forma imatura, que contém 57 aminoacidos, todos
comuns, sendo 23 residuos da regido-lider e os 34 residuos da regido estrutural.
Entdo, por meio de modificagOes enzimaticas, a regido-lider é removida e a
serina e a treonina da regido estrutural sofrem desidratagio, formando DHA
(Dehidroalanina) ¢ DHB (Dehidrobutirma), respectivamente. Subseqientemente,
cinco dos residuos desidratados sio acoplados com cisteina, formando pontes
tioéster, que produzem os anéis caracteristicos de lantionina (Figura 3).

FIGURA 3 Estrutura primaria da nisina. Os residuos tipicos encontrados em
lantioninas estio em cinza escuro. Dha: dehidroalanina; Dhb:
dehidrobutrina; Ala - S - Ala: lantionina; Abu - S - Ala:
metillantionina (Breukink & Kruijff, 1999).

Através dos seus aminodcidos reativos DHA e DHB, a nisina pode
formar dimeros ou polimeros de 7.000 a 14.000 Da. Trabalhos anteriores
evidenciavam a existéncia de cinco polipeptideos diferentes, nisinas A, B, C, D,
e E. No entanto, a hipétese da existéncia de diferentes tipos de nisina perdeu a
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forca quando trés grupos de pesquisadores, estudando cepas diferentes de
Lactococcus lactis subsp. lactis produtores de nisina, descobriram que a
sequéncia de bases do gene para a produgio de nisina de todas as cepas
correspondia com a seqiiéncia de aminoacidos da nisina A. Portanto, é
improvavel que a mesma cepa produza tipos diferentes de nisina. Acredita-se
que as nisinas B e E sejam subprodutos de degradagio da nisina A , sendo que as
proporgdes relativas das diferentes nisinas variam com o tempo de
armazenamento da amostra e com as condigdes de estocagem (Ray, 1992).

Portanto, apenas duas variantes naturais da nisina que possuem
atividades similares , nisina A e nisina Z, tém sido encontradas. A nisina A
difere da nisina Z por um unico residuo de aminoicido na posi¢do 27, sendo
uma histidina na nisina A e uma asparagina na nisina Z. Esta nova molécula
produzida por L. lactis subsp. lactis NIZO 22186 foi caracterizada por Mulders e
colaboradores e chamada de nisina Z, sendo codificada por um gene diferente do
gene da nisna A. Estas duas nisinas parecem ter atividades biolégicas
semelhantes, porém a nisina Z apresenta propriedades de difusdo diferentes
(Kawat, 1999).

2.4.2 Propriedades fisico-quimicas e bioquimicas da nisina

A alta proporgdo de aminoicidos basicos lhe confere carga liquida
positiva, com poato isoelétrico de 10,5.

A nisipa é sensivel as enzimas digestivas proteoliticas, como a
pancreatina ¢ a a-quimiotripsina. Também as nisinases (deidroalanina redutase),
produzidas por determinadas linhagens das espécies de Lactobacillus plantarum,
Enterococcus  faecalis, Leuconostoc sp., Streptococcus thermophilus e
determinadas espécies de Bacillus e Clostridium butyricum, so responsaveis
pela inativacdo dos tipos A,B, C e E, mas nio do tipo D. A nisina é resistente &
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degradagio pela tripsina, elastase, carboxipeptidase A, pepsina ou eripsina
(Ming & Daeschel, 1995).

A solubilidade, estabilidade e atividade biologica da nisina sdo
altamente dependentes do pH, temperatura e natureza do substrato. A nisina
permanece estivel apés 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 condicdes alcalinas (pH 11,0), sua atividade é completamente
destruida apds 30 minutos a 63 °C. Alguns substratos, como o leite, oferecem
efeito protetor 4 nisina em temperaturas de esterilizagdo, indicando que o grau
de inativac@io pode ser menor em alimentos (Delves-Broughton, 1990).

Devido a natureza alcalina de sua molécula, a nisina apresenta
estabilidade mixima em condigbes acidas. Ela é completamente estavel em
solugdes com pH 2,0, podendo ser estocada durante periodos prolongados em
temperaturas de 2 a 7°C, sem perda de atividade. Acima de pH 7,0, a mativagio
ocorre mesmo em temperatura ambiente (Motlhagh et al., 1991).

A nisina é quase insolivel em pH neutro ou alcalino, apresentando
solubilidade 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 solubilidade da nisina
em agua a pH 7,0 é de 75 pg/mL, aumentando com a redugiio do pH, sendo de
1.000 pg/mL a pH 5,6 e de 12.000 pg/mL a pH 4,2. A solubilidade também é
influenciada pelo aumento da concentragio de fosfato e pela presenga de
proteina (Liu & Hansen, 1993).

Yezzi et al. (1993) citam que o pH também é importante para a produgio
da nisina e ndo somente para sua atuacio. 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 lacteas starters por volume pode
ser aumentada. Em seus estudos, os autores prepararam queijos tipo-Cheddar
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com culturas lacteas starters contendo pH ajustado para 6,5, conseguindo um
incremento de nisina de aproximadamente 20% em comparagio com o queijo
com a mesma cultura lactea starter, porém sem ajuste de pH. —
Com o conhecimento destas caracteristicas de solubilidade e estabilidade
da nisina, deve-se considerar, entfio, que quando for adicionada a alimentos, a °
nisina deve estar em solugdo, de forma que uma boa distribui¢io no produto seja
' assegurada; o pH do alimento deve estar abaixo de 7,0 para que a estabilidade e
! solubilidade adequadas sejam obtidas durante o processo. Deve-se também
. adicionar nisina suficiente ao alimento para que niveis apropriados sejam
‘ conseguldos apds o processamento, estocagem prolongada ou cura. No caso de
\ leite e derivados, a solubilidade niio é problema, ja que a maioria destes produtos
} tem baixo pH e quantidade suficiente de proteina para auxiliar na solubilizaggo
Kdamsma (Yezzi et al., 1993). /
2.4.3 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 al., 1999b).

e Normalmente, as nisinas nio apresentam, isoladamente, atividade contra
| microrganismos Gram-negativos, fingos e leveduras, com excegdo de bactérias
i do género Neisseria. Contudo, alguns autores verificaram discreta mibicio de
'/“\algumas linhagens Gram-negativas, incluindo Aeromonas hydrophila,

Escherichia coli, Vibrio cholerae e V. parahemoliticus por L. lactis subsp. lactis
ATCC11454 (Stevens et al., 1991).
|
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iﬂiBLIOTECA CENTRAL - UFLA‘

- Estudos recentes demonstraram que a nisina, quando associada a agentes
quelantes, como EDTA, exibe efeitos bactericidas também em bactérias Gram-
negativas, como Salmonella, Enterobacter aerogenes, Shigela flexneri,
Citrobacter freundii e Escherichia coli. Os autores observaram que
| separadamente a nisina ¢ 0 EDTA nfio tiveram inibi¢fo significativa, reduzindo
“tas populages microbianas em menos de um ciclo logaritmico. Porém, quando
,em conjunto, conseguiram redugdes populacionais de até 6,9 ciclos logaritmicos
/ (Boziaris & Adams, 1999), A ¢
i Atualmente, muitos estudos tém sido feitos com o intuito ndo so de
/avaliar a sensibilidade in vitro de determinado microrganismo & nisina, mas
 também como esta sensibilidade pode ser afetada ou ndo no alimento. Nesta
linha de pesquisa, um dos microrganismos mais estudados é a Listeria
| monocytogenes. Ferreira & Lund (1996) analisaram o efeito da nisina em L.
‘\ monocytogenes em queijos Cottage, observando que nos queijos sem nisina a
, populagdo de L. monocytogenes foi reduzida 10 vezes durante estocagem de 7
ldias a 20°C, enquanto, que em queijos adicionados de 2000 Ul/g, houve uma
) reducdo da populagdo de L. monocytogenes em aproximadamente 1000 vezes,
em 3 dias nas mesmas condigies de estocagem. Ji4 Davies et al. (1997),
utilizando a nisina em queijos tipo ricota, conseguiram i:dir 0 crescimento de
' L. monocytogenes por um periodo de 8 semanas utilizando concentragdes de 2,5
. mg/L denisina.
= Ha relatos de microrganismos que se tornaram resistentes 3 nisina pela
mudanga na composicio dos lipideos da membrana celular, como L.
monocytogenes, S. aureus, Lb. plantarum, Streptococcus thermophilus e
algumas espécies de Bacillus (Ming & Daeschel, 1995).
r Um aspecto negativo do uso da nisina é sua atividade contra as proprias
’ bactérias lacticas, o que pode ocasionar grandes perdas as indiistrias de
7lat:clmos O género Lactococcus lactis é o mais sensivel, sendo a linhagem LP5

-~

J
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de Lactococcus lactis subsp. cremoris freqiientemente utilizada para o ensaio
" bioldgico da nisina. O antagonismo promovido pela produgdo de bacteriocinas
i assume papel importante na tecnologia de queijos, pois estd diretamente ligado
“ ao balango microbiolégico do fermento lactico, necessario para a obten¢do de
| caracteristicas ‘&epe;:.iﬁcas nos produtos fermentados do leite, principalmente
queijos.
2.4.4 Mecanismo de a¢fio antimicrobiana da nisina

A nisina possui mecanismo de ac¢do bastante complexo, existindo

evidéncias de dois mecanismos moleculares distintos: o de formagio de poros na
membrana celular, que é ativo contra células em crescimento, com lise celular; e
o outro ativo contra o desenvolvimento pos-germinativo de esporos. Acredita-se,
também, que os residuos deidroalanina e deidrobutirina da molécula de nisina
estejam envolvidos em sua acﬁo letal (Bruno & Montville, 1993).

2.4.4.1 Células vegetativas

Segundo Ramseier (1960), citado por Bruno & Montville (1993), as
células sensiveis a nisina sofrem ruptura, com liberagdo do material
citoplasmatico.

Henning et al. (1986) observaram que o efeito antimicrobiano é causado
pela interagio com os fosfolipideos da membrana citoplasmitica e que os
microrganismos Gram-positivos sdo ainda mais sensiveis & sua ag¢io. O acido
muréico também ¢é inibido, ocasionando um efeito sinergista no distirbio das
fungdes da membrana.

Gao et al. (1991) evidenciaram alteragdes no potencial de membrana e
de gradiente de pH (forga protomotora), com indugiio do efluxo de componentes

celulares de baixo peso molecular.
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De um modo geral, a agdao da nisina sobre os microrganismos Gram
posntlvos ocorre em duas etapas. Na primeira (Figura 4), envolve a adsorc,:ao nio
hgﬁémﬁca ‘da nisina sobre a parede celular destes microrgamsmog fen meno
reversivel e dependente de pH, com valor minimo de 3,0 € um maximo dé ,5__,' A
adsorcdo também € dependente da composicao fosfolipidica da membéma
citoplasmatica dos microrganismos sensiveis, da presenca de cations divalentes e
trivalentes (Mg'?, Ca'> e Gd” ) e da concentragdo utilizada (Ming & Daeschel,
1995).

Na segunda etapa, a nisina torna-se insensivel as proteases e as células

sofrem mudangas irreversiveis (Figura 4).

a bacteriocina

A

exterior
(T

i
ai’{’:' ,1' }?}z jt‘

interior

e g i b s e Bty S T

i Efluxo de pequenas moléculas i
' (ions, aminoacidos, ATP ¢ outros) !
i

FIGURA 4 Esquema da agdo da nisina em células vegetativas (Fonte: Breukink
& Kruijff, 1999)
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A nisina primeiramente se liga com sua extremidade Carboxi-terminal
via interagdes eletrostaticas com os lipideos anidnicos, seguida pela introdugdo
da extremidade Amino-terminal na fase liquida da membrana, e o peptideo adota
entio uma conformagio de orientagiio paralela com a superficie da membrana.
Depois disso, a nisina adota a orientagfio transmembrana e se agrega, formando
poros ou canais de 0,2 — 1,0 nm de didmetro, sendo que os lipideos podem se
tomar membros ativos dos poros e pode haver, também, a translocagdo do
peptideo inteiro para o interior da célula. A simultinea despolarizacio da

membrana causa rapido efluxo de moléculas &esenciaa como ions( K+,

aminoacidos e ATP, levando a uma série de alteragdes que terminam com a 1i:
celular (Breukink & Kruij, 1999) =

@Um outro efeito observado da atividade da nisina é a inibigio da sintese
da parede celular pela formagio de um complexo entre a nisina e os
intermediarios lipidicos da mureina (acido teicéico, por exemplo). No entanto,
acredita-se que este seja um efeito secundirio, uma vez que altas concentragdes
de nisina s3o necessarias para causar tal inibigio (Toledo, 2000).

2.4.4.2, Esporos bacterianos

A maneira pela qual a nisina impede a germinagfio de esporos parece ser
distinta do modo como atua em células vegetativas. Acredita-se que os grupos
reativos DHA ¢ DHB interajam com grupos sulfidril vitais presentes na
membrana de esporos recém-germinados, impedindo a formagio da célula
vegetativa (Liu & Hansen, 1993).

2.4.5 Fatores que interferem na eficiéncia da nisina
Como ja foi citado anteriormente, o poder inibidor da nisina depende do
valor de pH do alimento onde sera empregada.



Alguns pesquisadores estudaram o efeito inibidor no crescimento pés-
germinativo de esporos de Clostridium sporogenes PA 3679 inoculados em
salsichas. A eficiéncia da nisina foi reduzida neste produto com valores de pH
acima de 6,5, e também com o aumento da concentragdo do indculo. A nisina
ndo inibiu populagdes deste microrganismo de 10° UFC/mL. Neste mesmo
experimento, observou-se que a sensibilidade do microrganismo também estd
relacionada com o binémio tempo/temperatura de ativagdo ao calor subletal
(Delves-Broughton, 1990).

Outros estudos demonstraram que a agdo da nisina também depende do
tipo e da natureza de metabdlitos contidos nos alimentos. Verificou-se que a
presenca de ions divalentes como cobre, ferro e manganés, adicionados no meio
Caldo nutriente (CN) utilizado para averiguar a germinagic de esporos,

\ aumentam a efetividade da nisina. Foi estudado também o efeitc smergista de
! agiicares com a misina na inbigho da germinagio de Bacillus
| stearothermophilus, concluindo que a@m concentragio de.0,1 M, é o
| agicar que tem maior eficicia de inibig3o quando associadg & nisina (Toledo,
\\‘2000). S

,

A adicdo de agentes emulsificantes no alimento pode diminuir a eficacia

Células vegetativas de Bacillus cereus sintetizam, durante seu

| cmchnuﬁovegﬁaﬁvo,umamzimacapazdehaﬁvaranisina,anisinﬁse,quee

uma redutase, atuando no residuo de dehidroalanina adjacente ao carboxil

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

| Outras bactérias do mesmo género Bacillus, e também do género Clostridium,
" possuem esta enzima (Mohallem, 1994).
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Resmndamente, os fatores que afetam a atuacio 6tima da nisina sﬁb:‘
:‘i « Tipo e quantidade de microrganismos; ' \
'« O pH final de equilibrio do alimento ou solu¢do em que serd empregada; L’
. » O binomio tempo/ temperatura utilizado no tratamento; :
"« Metabslitos ou outros aditivos presentes no alimento;

- »  Produgdo de enzimas de resisténcia a nisina por parte dos microrganismos,”
‘.\u ‘ . S /’

i

. - - o

2.4.6 Toxicidade da nisina

Eapen et al (1983) citam os primeiros testes sobre a toxicidade aguda da
nisina, através dos quais os pesquisadores estabeleceram a Dose Letal Minima
(DLso) da nisina para gatos e ratos, por via oral. O valor DLs, para nisina é
similar ao valor da DL para o sal comum, isto é, 6.950 mg por kg de peso
corporeo. Esssmxhadosoonﬁnnam/opmsupostodequeanisinaéuma
substincia atoxica, ou de muito baixa toxicidade, tanto que é consumida em
queijos e leite hi milénios, sem nenhum efeito toxico aparente
(Delves-Broughton, 1990).

A nisina é rapidamente inativada por enzimas digestivas, como a
pancreatina e a a-quimiotripsina, e nio € detectada na saliva humana apés 10
minutos da ingestdo. Este tempo nio é suficiente para permitir o
desenvolvimento de resisténcia por microrganismos. Além disso, as condiges
enzimiticas do trato digestivo humano desestabilizam a sua molécula
(Mohallem,1994).

2.4.7 Emprego da nisina em alimentos

A nisina tem sido utilizada com muito sucesso em varios tipos de
alimentos, para diferentes finalidades, de acordo com sua susceptibilidade a
determinados tipos de microrganismos e aos fatores que fazem parte do
processamento do alimento. ‘O (\



2.4.7.1 Alimentos crus

A) Frutas: so ¢ aplicavel nas frutas sujeitas a fermentag3o butirica, ja que fingos
e leveduras, que sdo os principais microrganismos envolvidos na deterioragiio
deste tipo de alimento, sdo praticamente insensiveis a sua ag3o.

2.4.7.2 Alimentos pasteurizados
’[ A) Queijos: utilizada na prevengio de estufamento tardio, causado pelos
| esporos germinados de C. butyricum, C. tyrobutiricum e C. spbrogenes.
E“Também destroi outros microrganismos contaminantes que possam  Ser
,patogénicos. Os queijos processados com nisina em concentragdo de 250 a 500
fUIlg podem ser armazenados sem refrigeracdo e sem produgdo de efeitos
I‘in‘d&cejéveis.

B) Leite integral: pode ser empregada no leite pasteurizado, em paises de clima
tropical com problemas de abastecimento como longas distincias, combinadas
oomaltastempexﬁumsnomjetomtreoprodutoreoomsmnidorﬁnal.
Concentragdes de 30 - 50 Ul/mL duplicam a vida itil destes produtos .

C) Bebidas Alcodlicas: é usada para o controle de microrganismos
contaminantes, principabmente para prevencio da deterioragio causada por
Pediococcus e Lactobacillus. Esses microrganismos sdo sensiveis a 100 U/mL
de nisna. Por ndo ter agdo sobre as leveduras, é permitida sua utilizacio
substituindo a lavagem acida, cu mesmo em substituigio do diéxido de enxofre,
durante a fermentacio do vinho.

D) Sobremesas Lacteas: estes alimentos normalmente possuem cereais na sua
formmlagdo; portanto, quando aquecidos, gelatinizam-se e solidificam-se,
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tomando-se produtos altamente condutivos. Assim, um tempo de processamento
térmico prolongado € necessario para manutengio de suas qualidades
microbiologicas, com perdas significativas nas qualidades nutricionais e
organolépticas. Utilizando a nisina em concentragdes de 50 - 100 mg/kg, ha

redugdo no processo térmico.

2.4.7.3 Alimentos esterilizados

A) Bebidas achocolatadas: o processo térmico requerido para conservagio
destes produtos pode ser reduzido em 80%, sem deterioragio apds incubagdo a
37°C, durante 21 dias. Recomenda-se 0 uso de 30 mg/L para um processamento
a 121°C durante 12 minutos.

B) Produtos curados & base de cames: hi varios estudos sobre a substituicio
parcial do nitrito, agente antibotulinico e de cura, pela nisina.

C) Produtos a base de tomate: a nisina é utilizada nestes produtos para reduzir o
bindémio tempoftemperatura requerido para a inativagio de esporos,
principalmente de B. stearothermophilus.

D) Sopas enlatadas: as qualidades organolépticas das sopas enlatadas podem ser
conservadas com uma esterilizagio térmica mais branda, o que é viavel
empregando nisina numa concentragio de 100 - 200 mg/kg.

E) Vegetais de baixa acidez em salmoura ou em molho: recomenda-se
concentragdes de nisina de 100 - 200 Ul/g, para reduzir a resisténcia térmica de
esporos termoresistentes nestes alimentos.

(Mohallem,1994)
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, no Campus da
Universidade Federal de Lavras e na Cooperativa Agricola Alto Rio Grande
(CAARG)- Lavras/MG.

3.1 Microrganismo e padronizacio do inculo

A cultura de S. qureus foi proveniente da Fundagio Ezequiel Dias
(FUNED), sendo produtora de Enterotoxina Estafilocdcica “A” (SEA). Esse
isolado foi obtido por Pereira et al. (1994) a partir de bolo confeitado envolvido
em um surto de toxinose alimentar em Belo Horizonte-MG.

O inéculo foi padronizado, medindo-se de 30 em 30 minutos a densidade
dtica, a 620 nm, do caldo Triptic Soy Broth (TSB) inoculado com o isolado de
Staphylococcus aureus e determinando a quantidade de células viaveis pela
técnica de plaqueamento em microgota em Triptic Soy Agar (TSA).

Aos resultados da contagem e de absorbancia aplicou-se uma analise de
regressdo, permitindo a determina¢do da equagdo utilizada nas inoculagdes dos
queijos, pela qual se estimou a quantidade de microrganismos necessaria para se
obter 10° UFC/g de Ricota em todos os tratamentos.

3.2 Condugiio do Experimento

O experimento foi realizado em 3 repetices, em blocos com 18
tratamentos (2 niveis de nisina x 3 niveis de pH x 3 niveis de temperatura),
demonstrados no Quadro 2. Cada repeticio foi feita em datas distintas com
duragao de 21 dias cada.
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Os niveis de nisina foram 0 g/kg, denominado controle, e 0,1 g/kg ou
10 Ul/g.

Com relagdo ao pH, utilizaram-se os niveis 4,5, 5,0 e 5,5, sendo o ultimo
o pH natural da ricota cremosa.

QUADRO 2 Tratamentos aplicados a ricota cremosa em cada bloco do

experimento.
Tratamento Niveis dos fatores Tratamento Niveis dos fatores

T: 0 g/kg nisina; pH =5,5; Tro 0,1 g/kg nisina; pH=5,5;
T°=25C T° =25°C

T; 0 g/kg nisina; pH=5,5; T 0,1 g/kg nisina; pH=3,5;
T°=25°C T°=25°C

Ts 0 g/kg nisina; pH=5,5; T2 0,1 g/kg nisina; pH=5,5;
T°=25°C T° =25°C

T, 0 g/kg nisina; pH=5,0; Tss 0,1 g/kg nisina; pH=5,0;
T°=14°C T°=14°C

Ts 0 g/kg nisina; pH=5,0; Tie 0,1 g/kg nisina; pH=5,0;
T =14°C T =14°C

Ts 0 g/kg nisina; pH=5,0; Tys 0,1 g/kg nisina; pH=5,0;
T™=14°C T =14°C

T, 0 g/kg nisina; pH=4,5; Tis 0,1 g/kg nisina; pH=4,5;
=7C ™=7C

Ts 0 g/kg nisina; pH=4,5, Ty 0,1 g/kg nisina; pH=4,5;
T=7°C =7C

T 0 g/kg nisina; pH=4,5; Tis 0,1 g/kg nisina; pH=4,5,
T™=7C T°=7°C
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Para o fator temperatura, os niveis utilizados foram 7, 14 ¢ 25 °C.

As repeticdes eram conduzidas em trés etapas: produgdo, tratamentos e
analises microbiologicas.

A primeira etapa corresponde 3 produgdo de Ricota Cremosa, realizada
na Cooperativa Agricola Alto Rio Grande com os devido cuidados higiénico-
sanitarios, que serd descrita mais adiante. A Ricota Cremosa foi entdo
encaminhada ao Laboratorio 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 microbiolégico da mesma. Em seguida eram
feitos os tratamentos: reducdo de pH, adicdo da nisina (0,1g/kg) e
armazenamento nas 3 temperaturas (7, 14 e 25 °C). S6 entdo as ricotas foram,
finalmente, inoculadas com o microrganismo Staphylococcus aureus a
10° UFC/g (Figura 5).

Na terceira etapa, as analises microbioldgicas 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 serdo detalhadas a seguir.
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Fabricacio

v

Massa de Ricota Cremosa
Coleta para Controle Microbiolégico
Andlise de
pH
Y ¥ y
Redugdo do pH Reducdo do pH pH original da
para 4,5 para 5,0 massa (5,5)

¥

Adicdo oun nfio de Nisina:
1. Controle: sem nisina
2. Nisina: 0,1 g/kg de ricota

Y

Inoculagdo da cepa de Staphylococcus aureus (10° UFC/g)

T

Armazenamento (7 °C, 14 °C, 25 °C)"

v

Curva de Crescimento

FIGURA S Fluxograma do experimento.
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3.3 Fabricaciio da ricota cremosa

A producdo da ricota cremosa foi realizada po laticinio da Cooperativa
Agricola Alto Rio Grande (CAARG), Lavras-MG, tomando-se os devidos
cuidados higiénico-sanitarios como uso de luvas, mascaras, gorro, uniformes
entre outros.

O soro fresco proveniente da fabricagio de queijo mussarela foi
colocado em um tanque que permite 0 aquecimento com vapor direto, onde,
entdo, ocorreu a redugio da acidez original (situada entre 11 °D e 14 °D) para
8 °D, utilizando-se NaOH . Logo apés iniciou o aquecimento (Figura 6).

Soro
Y

Redugfio da acidez com NaQOH para 8 °D
Y
Adquecimento até 92 °C
Y
Acidificacio com dcido litico
L 2
Agquecimento até 96 °C

Coleta

y

Dessoramento da massa

Y

Acondicionamento

FIGURA 6 Fluxograma de fabricac2o da ricota cremosa.
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O aquecimento com vapor direto foi feito até atingir a temperatura de
92 °C, quando entfo se imiciou a acidificagio com acido latico a 85% a
quantidade de 100 mL de icido litico para 100 L de soro, sendo este
previamente dilnido na proporgio de 1:10 em agua.

Esse aquecimento foi mterrompido por volta de 96 °C, aguardando o
tempo necessario para que a massa aflorasse a superficie do soro, procedendo-se
a coleta utilizando dessoradores, ja que, com o uso desta técnica, os flocos sio
mais finos, o que propicia a consisténcia cremosa do produto sem que seja
necessaria a adi¢do de creme.

Aproximadamente 10 kg de ricota cremosa foram produzidos e
acondicionados em vasilhames plasticos (potes de requeijdo industrial para 4 kg
cada) esterelizados em luz ultra-violeta (UV) e vedados, que foram
imediatamente transferidos ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, em
prazo ndo superior a 1 hora. Os vasilhames foram transportados i temperatura
ambiente,jéquearicotaahdasemoonhavaemtemperaﬂxraalm,tomode
60°C.

Oom&statécnim,aricotaganhaaconsist&lciademnpaté,sem,no
eatanto, 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 (no cremosa) possui geralmente
umprazodevaﬁdadedeSOdias,eaﬁcotacranosatemstepmmreduzidopara
1 semana.

O produto foi escolhido devido a2 sua consisténcia, que facilitou a
inoculagio do microorganismo, a redugdo do pH e a adigio da nisina, bem como
sua homogeneizagdo.
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3.4 Métodos e Anilises g
. 3.4.1 Contrele microbiolégico da ricota cremosa W

O controle microbiolégico foi realizado antes da inoculagdo do S. aureus
e dos tratamentos, com o objetivo de confirmar a auséncia de outras espécies de
microrganismos contaminantes, principalmente de Staphylococcus spp., que
pudessem interferir na avaliag@o do crescimento da cepa utilizada na inoculac3o.

Antes de prosseguirem os tratamentos, a ricota foi homogeneizada e
coletada para ser submetida as analises microbioldgicas de coliformes totais e
fecais, estafilococos produtores de coagulase e contagem de aerébios meséfilos,
segundo a metodologia do ICMSF (1983). Estas analises foram realizadas nos
tempos 0, 7, 14 e 20 dias de estocagem. As amostras retiradas para o controle
microbiolégico foram mantidas apenas a temperatura de 7 °C. ~\/

e I
34.1.1 Preparo da amostra

Cerca de 10 g da ricota anteriormente separada para o controle
microbiolégico foram transferidos para 90 mL de citrato de sédio a 2% contidos
em um erlenmeyer de 250 mL, sendo posteriormente homogeneizadas por
agitacdo manual, ja que a massa da ricota cremosa é bem fina, ndo necessitando
ser triturada ou batida em liquidificador, bavendo também o imconveniente de
que eram mmitas amostras.

Foram entdo preparadas diluigdes seriadas até 1/1000 em porgdes de 9
mL de agua peptonada a 0,1% (p/v), para o procedimento das determinag3es
bacterioldgicas.

34.1.2 Determinacio do Numero Mais Provivel (NMP) de coliformes
fecais
Utilizou-se o método de fermentacio de lactose em tubos multiplos, em

que foram inoculados 1mL das diluigdes 1/10, 1/100 e 1/1000 em trés séries de
trés tubos contendo caldo lauril sulfato triptose, LST.
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Apés a incubacdo a 35 °C durante 48 horas, os tubos presuntivamente
positivos, que evidenciassem turvagio e produgio de gases nos tubos de
Dubram, eram submetidos a uma tabela de NMP para determina¢io dos
resultados expressos em NMP de coliformes totais/g de amostra analisada.

3.4.13 Enumeragio de ataﬁlococog produtores de coagulase

Inoculou-se com o auxilio de al¢a de Drigalski, sobre superficie de dgar
de Baird-Parker, 0,1 mL das diluigdes 1/10, 1/100 e 1/1000. Foram feitas
duplicatas das placas para cada diluigio. Apés completa incorporagio, as placas
inoculadas foram incubadas invertidas a 37 °C durante 48 horas. Decorrido o
periodo de incubagdo, proceden-se a contagem das placas anotando-se os
resultados de colénias para converté-los em UFC/g.
3.4.1.4 Enumeragsio de microrganismos aerébios meséfilos )

Foram inoculados em placas de Petri estéreis, utilizando-se a técaica de
plaqueamento em profiundidade, as diluigdes 1/10, 1/100 e 1/1000. Foram feitas
duplicatas das placas para cada diluicio. O meio utilizado foi o Agar Padrio
para Contagem (PCA). As placas foram incubadas invertidas a 35 °C por
48 horas; apés este periodo procedeu-se a contagem das colénias para converté-
los em UFC/g.

~
7

342 pH da ricota cremosa
UmdosniveisdepHuti]indofoiigualaopHﬁnalthmasmdericota
cremosa, aproximadamente 5,5.
Pmobtméodosou&osdoisnivaisdepl-l,areduﬁofoi feita com
acido lactico a 20%, adicienado nas proporgdes necessirias para se obterem os
pHs de 5,0 e 4,5, sendo a adicio monitorada por um pHmetro, sempre com
homogeneizac3o.

-
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dia, hora e tratamento recebidos pela amostra, ¢ foram pré-determinadas em
ensaios preliminares. Foram feitas duplicatas das placas para cada diluig3o.

Apés completa incorporagdo, as placas inoculadas foram incubadas
invertidas a 37 °C durante 48 horas. Decorrido o periodo de incubagdo,
procedeu-se a contagem das placas, sendo a média das contagens de colGnias
multiplicada pelo fator de dilui¢do utilizado e os resultados expressos como
UFC/g da amostra.

Foram consideradas, para efeito desta contagem, somente aquelas
colénias que apresentavam o mesmo comportamento morfotintorial da linbagem
padrio empregada para inoculag¢do (coldnias negras, pequenas e brilhantes, com
a presenca de dois halos, sendo um translacido e outro opaco) , descartando-se
quaisquer outras colénias que porventura viessem a crescer .



foi possivel determinar a aliquota deste caldo TSB de modo a obter 10° UFC/g
de Ricota em todos os tratamentos.

A massa de ricota, apés a inoculagdo, passou por homogeneizagio
manual utilizando colheres de ago inoxidivel estéreis, e imediatamente iniciou-
se a amostragem para curva de crescimento do Staphylococcus aureus.

3.4.6 Temperatura de armazenamento
Apés a imoculagio e retirada da primeira amostra ( tempo = 0), os
queijos foram armazenadas a 7 , 14 e 25 °C, devidamente embalados e
identificados.
Oarmamammtoa7°CfoiralimdoemgeladeiradamamBrastemp
modelo Frost-Free (340 L), enquanto as outras duas temperaturas, 14 e 25 °C,
foram obtidas em B.0.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 repetigdes: 0, 3, 6, 12, 24,
48 horas, 3°dia, 5°, 7°, 9°, 11°, 14°, 17° e 20° dias.
Estesintewalosfommuﬁlizadosdevidoaosmultadosobﬁdosnopré-
experimento, que demonstravam satisfatoriamente todas as fases de crescimento
do microrganismo.

3.4.7.1 Enumeracfio de Staphylococcus aureus

O preparo da amostra foi realizado de forma semefhante 3 descrita no
item3.4.1.1.

Inoculou-se com o auxilio de alga de Drigalski, sobre superficie de 4gar
de Baird-Parker, 0,1 mL das diluigdes adequadas. As diluigSes dependeram do
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dia, hora e tratamento recebidos pela amostra, e foram pré-determinadas em
ensaios preliminares. Foram feitas duplicatas das placas para cada diluigdo.

Apos completa incorporagio, as placas imoculadas foram incubadas
invertidas a 37 °C durante 48 horas. Decorrido o periodo de incubagio,
procedeu-se a contagem das placas, sendo a média das contagens de coldnias
multiplicada pelo fator de diluigdo utilizado e os resultados expressos como
UFC/g da amostra.

Foram consideradas, para efeito desta contagem, somente aquelas
colGnias que apresentavam o mesmo comportamento morfotintorial da linhagem
padrio empregada para inoculagdo (coldnias negras, pequenas e brilhantes, com
a presenca de dois halos, sendo um transhicido e outro opaco) , descartando-se
quaisquer outras colGnias que porventura viessem a crescer .
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Controle microbiolégico

Os resultados do controle microbiolégico da massa de ricota antes da
moculagdo confirmaram a boa qualidade do produto, podendo ser observados no
Quadro 3.

Em relacio a contagem de coliformes totais e fecais, j3 no teste
presuntivo, todos os tubos tiveram comportamento negativo indicando valores
menores que 0,3 NMP de coliformes/g de ricota cremosa em todas as amostras,
estando de acordo com a legislago.

Em relagdo ao grupo estafilococos, niio foi encontrado nenhum tipo de
coldnia em todas as amostras, com a metodologia utilizada de contagem em agar
Baird-Parker, sendo os resultados, portanto, inferiores a 1 x 10> UFC/g, valor
compativel com aquele estabelecido por lei (Brasil, 2001).

Entretanto, no que diz respeito a contagem total de microrganismos
aerébios mesofilos, sabe-se que ¢é praticamente impossivel obter contagens
iguais a zero, tanto que em produtos considerados frescos ndo se exige padrio
para este grupo de microrganismos, Ainda assim, esta anslise foi realizada como
controle da microbiota competidora da bactéria inoculada, o Staphylococcus
aureus. Os resultados obtidos nesta anlise variaram de 2 x 10 UFC/g a
2,45 x 10° UFC/g de ricota. As contagens diminuiram com o aumento do tempo
deaxmammne:no,jéqueasamosuasfommconsemdassobtemperaunade
geladeira (7 °C).
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QUADRO 3 Resultados do controle microbiolégico da ricota cremosa’.

TEMPO | Contagem Total | NMP de Coliformes | Enumer. de Staphylococcus
(DIAS) de Aerébios Totais e Fecais produtores de coagulase
Meséfilos (UFC/g) (NMP/g) (UFC/g)
2,01x10° <03 <1,0x10°
6,27x10° <0,3 <1,0x10°
14 4,12x10° <0,3 <1,0x10°
20 3,17x10° <03 <1,0x10°

O microrganismo S. qureus vem sendo, com frequéncia, detectado em
produtos de origem animal. Diversos sdo os relatos de literatura que citam a
contaminacio de queijo e leite com este patogeno, sem deixar de lado os relatos
de surtos de toxinose alimentar (Pereira et al., 1991; Pereira et al., 1994; Carmo
et al., 1996; Pereira et al., 1996).

4.2 Influéncia 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 concentragdo de nisina
comercial (1.000 Ul/mg ou 0,5 %) a populacdo de Staphylococcus aureus na
ricota cremosa permaneceu praticamente com 0 mesmo comportamento que ©
tratamento controle durante a curva de crescimento.

Nio foram observadas mudangas nas fases de crescimento do S. aureus,
dentro dos mesmos tratamentos de temperatura ¢ pH, comparando-se o controle

e a nisina.

| Os resuitados presentes no quadro foram obtidos através de média das 3 repeties.
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O modo de a¢do da nisina depende de outros inimeros fatores ja citados
anteriormente. Dentre eles, o estado fisiolégico do microrganismo sensivel tem
grande influéncia na susceptibilidade a agdio da nisina; células metabolicamente
ativas (fase exponencial) sdo mais sensiveis. A inibi¢io do crescimento celular
persiste enquanto houver nisina ativa remanescente no meio de crescimento.
Portanto, quando ocorre uma atuagio efetiva da nisina sobre o crescimento
microbiano, esta agdo geralmente € percebida antes que o microrganismo entre
na fase estacionaria de crescimento, o que niio foi observado em nenhum dos
tratamentos deste experimento (Figuras 7, 8 e 9).

OpH é citado como um dos principais fatores que interferem na boa
atuagdo da nisina, j& que esta age melhor em pH mais acido. Estudos
demonstraram que a adsor¢do da nisina & membrana do mic'rorganismo é
dependente do pH, com valor minimo de 3,0 e maximo de 6,5 (Parente et al.,
1994; Yang et al, 1992). No entanto, nem mesmo as variagdes do pH no
experimento interferiram na a¢do da nisina, conforme observado nas Figura 7, 8
e9.

Na maioria dos estudos realizados com nisina observa-se a falta de uma
padronizacio 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
comparacdo de resultados entre diferentes experimentos. Mesmo na legislagio
brasileira sobre aditivos, a recomendagiio é de 12,5 mg de nisina/kg de produto
acabado, sem, no entanto, ser citada sua atividade em “Unidades Internacionais”
(UD), o que facilitaria a padronizagio.

Broadbent (1989) amalisou o efeito da nisina purificada em varios
microrganismos causadores de mastite, incluindo o S, qureus ATCC 29740, que
em leite foi fortemente inibido por 50 pg/mL.

43



oo

i.‘BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA.

Temp. 25°C/pHS.5

LgUFC g
o-—nu:uo«nﬂoo

0 0425 025 05 1} 2 3 s 7 e N1 14 17 20

Tempo de Armatenamento (&as) J

e

Temp. 25°C/ pH 5,0

-

0

9

8 o .
° ; 7%
B s a4 ¢
g qud
¥,

2

1

0 v - v v v v -

0 0.125 025 05 1 2 3 s 7 9 1 14 17 20

\_ Tempe de Armazenamento (dizs) J
f Temp. 25°C/ pH 4,5 h

Leg(UFC/®
O~ NWAWON®OO

0 0125 0285 035 | 2 3 3 7 9 1 14 17 20

\_ Tempo de Armazensmento (diss) y

Legenda: @ =controle (0 g/ kg de ricota)
A = nisina (0,1 g/kg de ricota)
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Varios estudos referentes ao efeito da nisina sobre outras bactérias tém
sido realizados, enfocando os produtos licteos. Entretanto, o principal alvo de
estudo é a Listeria sp., utilizando nisina purificada. Em queijo tipo cottage,
Ferreira & Lund (1996) conseguiram reduzir o crescimento em 1 ciclo log a
20 °C apés 7 dias de incubagdo e 3 ciclos log a 20 °C apés 3 dias de
armazenamento, utilizando 500 UI/'mL e 2000 Ul/mL de nisina,
respectivamente.

Davies et al.(1997), analisando o efeito da nisina sobre Listeria
monocylogenes em queijos tipo ricota, conseguiram inibir o crescimento da
bactéria por um periodo 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 concentragio de nisina, 2,5 mg/L (100 ppm), o
crescimento foi inibido por 8 semanas a 7 °C em pH 6,8, sendo que, em pHS,9,
esta inibigio se prolongou até o fim do experimento, que teve duragio 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 prommciado (Delves-Broughton,
1990; Spelhaug & Harlander, 1989).

Este pode ser um dos motivos pelos quais a concentragio utilizada neste
experimento ndo produziu o efeito esperado, ji que sua aglio depende mais dos
fatores relacionados 3 espécie bacteriana, como a fase de crescimento celular, e
de suas condigdes de crescimento do que de uma caracteristica relacionada a sua
propria molécula (Moreno et al., 19992). Bruno et al. (1992) também relataram a
importincia da concentragdo utilizada na adsorgio da nisina 2 membrana dos
microrganismos.

47



Durante o pré-experimento, a nisina inicialmente foi inoculada durante a
fabricagdo, no entanto, o fato de que a alta temperatura (96 °C), aliada a presen¢a
do hidréxido de sédio, ambos utilizados na produgdo da ricota cremosa, pudesse
estar interferindo na boa atuagdo da nisina levou 4 mudanca da metodologia.
Sabe-se que em processamentos em que altas temperaturas sdo utilizadas, pode-
se perder até 20% de nisina. Esta perda também ¢ importante do ponto de vista
econdmico, ja que a nisina é um aditivo de alto custo.

A quantidade de nisina utilizada foi pré-fixada anteriormente, com base
na concentracio usada na indistria e recomendada pelo fabricante; por isso,
durante todo o experimento ndo foi cogitada a possibilidade de se alterar esta
quantidade, justamente para testar se a concentragio usada na indistria era
eficiente contra o patogeno S. qureus.

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 niveis de
temperatura e nisina, podem ser observados nas Figuras 10, 11 e 12.

No pH padrio da ricota (5,5) a 25 °C, quase ndo se observou diferenga
com o pH 5,0, tendo a curva um comportamento bem semelhante. Entretanto, no
pH de 4,5, a fase log teve maior duragdo, levando cerca de 5 a 7 dias para
alcangar o ponto maximo de 9 log(UFC/g), enquanto nos dois outros niveis este
tempo foi de 3 a 5 dias (Figura 10). '

Em temperatura de 14 °C, o crescimento do S. gureus foi mais
diferenciado nos 3 niveis de pH. No pH de 5,5, a fase lag foi de 12 horas,
enquanto a fase log atingiu o maximo de 7,8 log(UFC/g) em tomo do 9° dia. Ja
no pH 5,0, a fase lag teve maior duragio, de 24 horas, chegando a fase log em 5
dias e atingindo o méximo de 6,8 log(UFC/g). Nestes dois valores depH, o
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crescimento experimentou um declinio, chegando, no fim do periodo de
armazenamento, a 5 log(UFC/g). Em pH 4,5, o crescimento foi menor, atingindo
somente cerca de 5,8 log(UFC/g) em tomo do 1° e 3° dias, demonstrando a partir
dai uma queda até o nivel de 2,2 log(UFC/g) o que pode ser observado na Figura
11.
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FIGURA 10 Efeito do pH no crescimento de Staphylococcus aureus em ricota
cremosa, a temperatura de 25 °C.,
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FIGURA 11 Efeito do pH no crescimento de Staphylococcus aureus em ricota

cremosa, a temperatura de 14 °C.

Nenbum valor de pH apresentou crescimento do microrganismo a
temperatura de 7 °C (Figura 12); pelo contrario, em todos eles se observou um
declinio, chegando a atingir, ao final do tempo de armazenamento, cerca de 2,5 a

<2,0 log(UFC/g).
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FIGURA 12 Efeito do pH no crescimento de Staphylococcus aureus em ricota
cremosa, a temperatura de 7 °C.

Muitos autores também investigam os efeitos do pH de certos alimentos
no crescimento de S. qureus, demostrando seu crescimento a valores tio baixos
quanto 4,5 a 4,7. Contudo, observa-se que o tipo de acidulante 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 redugdo do crescimento encontrados neste experimento
provavelmente se devem a atuagdo do acido latico como inibidor microbiano.
Este acido organico, em sua forma nio-dissociada, é apontado como causador de
destruicdo do S. aureus em varios estudos realizados por Minor (1970), citado
por Tatini (1973). Entretanto, sua aplicagdo artificial é mais pesquisada
cames, principalmente em carcagas de frango, sendo considerado um aditivo
GRAS (Barbosa-Canévas, 1998).

Convém mencionar que em produtos licteos sua aplicagdo ocorre de
forma residual, como no caso da ricota, que para ser fabricada pode ser
adicionada deste acido, o qual fica retido em quantidades nio determinadas na
massa da ricota.

Em varios tipos de queijos também é notdrio sua formag3o natural no
periodo de maturagdo. Tal fato reduz a acidez do queijo e a0 mesmo tempo o
protege com seu efeito inibitorio, ja que este acido é encontrado em maior
quantidade se comparado com os demais dcidos organicos produzidos no queijo,
exceto em queijos Suigos (Bersford et al., 2001).

O efeito inibidor do acido litico teve grande importincia, sem, no
entanto, colaborar no efeito da nisina.

4.4 Influéncia da temperatura no crescimento de Staphylococcus aureus em
ricota cremosa

No que diz respeito 3 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 microrganismo teve fase lag de aproximadamente 3 a 6 horas,
atingindo seu crescimento maximo entre 3 a 5 dias, com 9 a 8 log(UFC/g). Ao
fim do tempo de armazenamento, nesta temperatura, observa-se pequeno
declinio na curva de crescimento do S. aureus, atingmdo entre 5 a 6 log(UFC/g)

(Figura 13).
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FIGURA 13 Efeito da temperatura no crescimento de Staphylococcus aureus
em ricota cremosa submetida a diferentes niveis de nisina em

pH5,5.

OS.aurmal4°Cvariousiguiﬁwﬁvammteswsparﬁmeuosde
cr&scimmto.Afaselag,porexemlo,tevevariagiode12348horas;ap6s&ste
periodo, o microrganismo iniciou sua fase de crescimento logaritmico, chegando
aat:ingiroméximode4,4log(UFC/g)a7,6log(UFC/g)am'e05°e9°dias,

dependendo do pH da ricota (Figura 14).
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FIGURA 14 Efeito da temperatura no crescimento de Staphylococcus aureus
em ricota cremosa submetida a diferentes niveis de nisina em
pH 5,0.

No pH 4,5 a temperatura de 14 °C ocorreu queda acentuada na curva de
crescimento devido a morte celular. Neste tratamento o microrganismo atingiu
seu crescimento méaximo, de cerca de 4,8 log(UFC/g), em tomo do 1° ao 3° dias
de armazenamento, caindo rapidamente a partir deste poato. No iltimo dia de
armazenamento da ricota, as amilises detectaram apenas cerca de 2,3
log(UFC/g), como podemos observar na Figura 14.
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Na temperatura de 7 °C, ndo foi observado crescimento algum do
microrganismo, em nenhum dos niveis de pH e nisina. Ao contririo disto, houve
um decréscimo de microrganismos, chegando em algumas analises, ao final do
periodo de armazenamento, a niveis nio detectaveis (< 2 logUFC/g) pelo
método utilizado para a contagem (Figura 15).
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FIGURA 15 Efeito da temperatura no crescimento de Staphylococcus aureus
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Schimitt et al. (1990), analisando o mntervalo de crescimento de cepas de
S. aqureus, encontraram, em caldo BHI, limites de crescimento entre 6,5 °C a
39,5 °C. Ja 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 estocados a -20°C por 20 meses, detectou um crescimento de 1 ciclo log.

A contribuicdo mais importante para a diminuicio do crescimento
microbiano a baixas temperaturas é a mudanca na estrutura da membrana,
principalmente no diz respeito aos fosfolipideos de membrana, o que afeta o
deslocamento de nutrientes e o sistema enzimatico da célula.

As temperaturas de refrigera¢do ainda s3o consideradas a principal arma
contra o crescimento micrebiano, principalmente com 0 advento da cadeia de
frio.

4.5 Aspecto geral da ricota cremosa no decorrer do armazenamento

Com relagfio ao aspecto visual e ao odor da ricota cremosa durante o
tempo de armazenamento, existem algumas observagOes importantes a serem
feitas.

Apés a fabricagio nio foi observado dessoramento no produto.

As ricotas conservadas & temperatura de 7 °C ndo apresentaram
alteragdes no aspecto visual e nem mesmo no odor até o fim dos 20 dias de
armazenamento. No entanto, nfo foram realizadas analises sensoriais para se
avaliar o sabor da mesma, que poderia estar alterado devido a reagdes
enzimiticas. A anilise sensorial nio foi realizada pois o produto estava
inoculado com o patogeno S. aureus, o que poderia oferecer risco aos

provadores ao ser ingerido.
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Nas demais temperaturas, que o crescimento microbiano foi mais
mtenso, em tomo do 9° a 11° dias, ja era possivel sentir o odor fitido do produto.
Alémdisso,asﬁcctasaestatempemdemonsu'ammmnaspectogosmmtoe
pegajoso em tomo do 14° a 17° dias.

A presenga de fingos e leveduras também se tomou evidente na
temperatura de 25 °C a partir do 14° dia, sendo que as leveduras apresentaram
crescimento em éagar Baird-Parker em forma de colénias branco-acinzentadas,
brilhantes e bem pequenas que ao microscépio apresentavam caracteristicas de
leveduras. As colénias de fingos de vérias coloragdes se tomaram visiveis na
superficie das ricotas. Davies et al. (1997) também relataram o crescimento de
fungos em experimento com Listeria monocytogenes em ricota, sendo necessirio
0 uso de sorbato de potassio a 500 mg/L.
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5 CONCLUSOES

« O controle microbiologico da massa de ricota antes da inoculagdo
demonstrou um produto de boa qualidade.

o A nisina comercial (1.000U.L/mg), na concentragdo utilizada (100U.L/g de
ricota) nio foi eficaz na redugiio da populagio de Staphylococcus aureus em
ricota cremosa, nas condi¢des deste experimento.

» A temperatura de 7 °C apresentou os melhores resultados na inibicio do
crescimento do microrganismo estudado.

o O pH 4,5 modificou significativamente o comportamento da curva de
crescimento do Staphylococcus aureus (morte celular), principalmente nas
temperaturas 7 °C e 14 °C.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos avaliando o efeito da nisina sobre microrganismos
patogénicos, no préprio alimento, ainda sfo escassos; portanto, ha muito a ser
explorado.

Como ja foi citado anteriormente, a desigualdade entre unidades se toma
um problema na padronizagio e comparagio entre os trabalhos. Com isso,
quando se esta avaliando a a¢do da nisina sobre um determinado microrganismo
as unidades apresentadas podem se tomar um impecilio na comparagio.

Alguns trabalhos partiram para o bioensaio, analisando a atividade da
nisina sobre uma ou varas cepas de microrganismos patogénicos e
nio-patogénicos, importantes pelo ponto de vista da deterioragdo dos alimentos.
Nesta linha de pesquisa, o bioensaio foi utilizado com os mais variados
objetivos: avaliar a quantidade de nisina inicial e residual no alimento; analisar o
efeitoeomododeaﬁosobredeterminadomicrorganismodifereﬂsfas&s
de crescimento; determinar a concentracdo minima inibitéria (MIC) da nisina
contra o microrganismo estudado e determinar a atividade da nisina no alimento
¢ em solugdes entre outros.

No caso da cepa de Staphylococcus aureus, seria interessante analisar
suaMIC,umavezquewemicmrynismoapmana,emgeraLtesistéxciaa
véﬁosanﬁbiéﬁoosejéfommd%cﬂtascepasmisménisha.Oefeito
também poderia ser analisado para outras cepas desta mesma espécie, assim
como a produgdo da enterctoxina também poderia ser avaliada.

Aimpomfnciadeuﬁlizaranisinaoonwrcial,&stanofatodequeela
confere melhor aplicagio para o ramo da indiistria, maximizando seu
aproveitamento,umavezquesetratadeumprodutodealtocusto.

Notamos, portanto, que ha inimeras possibilidades a serem pesquisadas
para se conhecer a fundo a nisina e sua atuagio sobre varios microrganismos.
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