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RESUMO

Os queijos Minas artesanais da região de Araxá são produzidos nos municípios de Araxá, 
Campos Altos, Ibiá, Pedrinópolis, Perdizes, Sacramento, Santa Juliana, Uberaba, Conquista, Pratinha 
e Tapira. Estes queijos, por serem fabricados com leite cru e serem bastante manipulados, podem 
veicular micro-organismos patogênicos, provenientes do próprio leite e também das condições 
higiênico-sanitárias às quais são submetidos. A nisina pode auxiliar na redução da contaminação 
destes queijos, aliada às boas práticas de fabricação e de obtenção do leite e é um produto de fácil 
utilização. A bacteriocina atua contra bactérias Gram positivas, sendo algumas delas patogênicas, 
como o Staphylococcus aureus. No entanto, a nisina também pode inibir as bactérias láticas, 
dependendo da dose utilizada na fabricação de queijos e, consequentemente, pode prejudicar as 
características sensoriais desejadas no queijo artesanal. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações de nisina sobre o comportamento de dois 
grupos de bactérias láticas, Lactococcus e Lactobacillus, em queijo Minas artesanal da região de 
Araxá, durante o período de 60 dias de maturação. O resultado da pesquisa foi satisfatório, pois se 
veri cou que a nisina não interferiu na multiplicação destes micro-organismos ao longo da maturação 
dos queijos Minas artesanais da região de Araxá.
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1 INTRODUÇÃO

Minas Gerais destaca-se como maior e mais 
importante produtor de queijos artesanais do Brasil. 
São 9.445 produtores, pertencentes a cinco regiões 
tradicionais caracterizadas: Serra da Canastra, Serro, 
Cerrado, Araxá e Campo das Vertentes, que produzem 
anualmente 29.005 mil toneladas de queijo, gerando 
26.792 empregos diretos (EMATER, 2012).

A região de Araxá está localizada no Planalto 
de Araxá, integrando a região do Alto Paranaíba, 
no sudoeste do  Estado de Minas Gerais . Suas 
terras formaram, no passado, um amplo território 
estabelecido como um dos primeiros núcleos de 
ocupação colonial que incluía, ainda, o chamado 
Triângulo Mineiro. Araxá nasceu como fruto da 
atuação dos criadores de gado e dos tropeiros na lida 
diária em busca da sobrevivência (EMATER, 2003). 
A produção anual de queijo Minas artesanal de Araxá 
chega a 11.000 toneladas, colocadas no mercado por 
1.136 propriedades, gerando cerca de 2.840 empregos 
diretos (EMATER, 2003).

O queijo Minas artesanal valoriza as tradições 
e as raízes da cultura mineira e tem sido objeto de 
pesquisa devido, também, a sua importância econômica 
e social. No entanto, existe uma preocupação com a 
inocuidade e com a qualidade do queijo artesanal, 
produzido com leite cru e, por este motivo, passível 
de veicular micro-organismos patogênicos como S. 
aureus, caracterizando um risco para a população.

A presença de Staphylococcus em queijos 
artesanais pode estar associada à intensa e inadequada 
manipulação durante o processo de fabricação e ao 
alto índice de mastite. Diversos estudos (BORELLI 
et al., 2011, PINTO et al., 2011, BRANT et al, 2007; 
BORELLI et al., 2006) comprovam a presença de 
S. aureus em queijos artesanais mineiros, em níveis 
su cientes para a produção de enterotoxinas. Esta 
preocupação desperta o interesse para o uso de novas 
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tecnologias como a bioconservação de alimentos e 
para a obtenção de queijos artesanais seguros para o 
consumo. A técnica é utilizada para estender a vida 
útil e aumentar a segurança dos alimentos por meio 
do emprego de bacteriocinas, ou seja, proteínas ou 
peptídeos antimicrobianos capazes de inibir ou reduzir 
a multiplicação de bactérias Gram-positivas (MELO 
et al., 2005).

A nisina é a bacteriocina mais conhecida, sendo 
aprovada para utilização em alimentos há mais de 50 
anos, em vários países. Ouso de nisina é permitido 
com limite de 12,5 mg.kg-1 de produto  nal para 
todos os tipos de queijos no Brasil e é considerada 
uma substância GRAS (Generally Recognized As Safe) 
pelo comitê do Codex Alimentarius da FAO – Food 
and Agriculture Organization (MORENO et al., 2008; 
MELO et al., 2005).

No entanto, a nisina também pode inibir as 
bactérias láticas, desejáveis no processo de fabricação 
de queijos. As bactérias láticas são constituídas por um 
grupo heterogêneo de bacilos e cocos, produtores de 
ácido lático, microaeró los, Gram-positivos e catalase 
negativos. Possuem a função de produzir ácido lático 
a partir da lactose e causar mudanças bioquímicas no 
queijo por meio de suas enzimas durante a maturação, 
determinando as características de sabor e aroma 
(GARCÍA-CAYUELA et al., 2012; McSWEENEY, 
2004; FOX et al, 2004), portanto, neste estudo, é 
desejável que a nisina não iniba o desenvolvimento 
de tais bactérias.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve 
como objetivo avaliar o efeito da adição de nisina 
sobre o comportamento de 2 grupos de bactérias 
láticas, Lactococcus e Lactobacillus, em queijo Minas 
artesanal da região de Araxá durante a maturação.

2 MATERIAL E MÉTODOS

A fabricação dos queijos foi conduzida em 
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unidades produtoras de queijo artesanal na região de 
Araxá-MG e as análises do leite e da massa foram 
realizadas no laboratório de microbiologia do Laticínio 
Dona Beija, na cidade de Araxá-MG. As análises 
microbiológicas dos queijos durante a maturação foram 
conduzidas nos laboratórios de pesquisa do Instituto 
de Laticínios Cândido Tostes, em Juiz de Fora – MG.

Foram realizadas análises de bactérias láticas do 
leite utilizado na fabricação dos queijos, bem como da 
massa, obtida após coagulação do leite pelo coalho e 
pelo fermento endógeno e dos queijos nos tempos 03, 
07, 14, 30, 45 e 60 dias após a fabricação. Os queijos 
foram maturados em temperatura ambiente, por 60 
dias, conforme exigido na legislação para queijos 
produzidos com leite cru.

As contagens de bactérias láticas (Lactococcus 
e Lactobacilus) foram realizadas utilizando-se 
a metodologia descrita por Silva et al. (2010). 
Utilizou-se ágar deMan, Rogosa& Sharpe (MRS – 
OxoidLtd. Basingstoke, England) para a contagem 
de Lactobacillusspp. e ágar M17 (HIMEDIA®) para 
a contagem de Lactococcus spp. As placas foram 
incubadas em anaerobiose a 37oC por 48 horas. As 
colônias foram contadas e a identi cação bioquímica de 
con rmação realizada por meio de coloração de Gram e 
catalase para uma amostragem de 03 colônias por placa. 
O preparo das amostras e as diluições necessárias foram 
feitas de conforme descrito na Instrução Normativa nº 
62, de 18 de setembro de 2003 (BRASIL, 2003).

O experimento foi realizado em três repetições 
e três tratamentos: controle (sem adição de nisina) e 
tratados com duas concentrações diferentes de nisina 
(100 UI.mL-1 e400 UI.mL-1), de nidas em teste prévio 
(dados não publicados) e 6 tempos de maturação.

As análises estatísticas foram realizadas 
com o auxílio do  programa MINITAB, versão 
14 (MINITABTMSTATISTICAL SOFTWARE, 
2003), sendo os resultados submetidos ao Teste de 
Normalidade de Ryan-Joiner (p< 0,05), análise de 
variância (ANOVA), Teste de Kruskal-Wallis (para 
dados não paramétricos), comparação de médias pelo 
Teste de Tukey (p< 0,05) e análise de regressão, de 
acordo com a necessidade. As contagens de bactérias 
foram convertidas em log10 para análise estatística 
dos dados.

A nisina foi adicionada diretamente ao leite 
durante o processo de fabricação do queijo Minas 
artesanal (Figura 1), em quantidade necessária para 
que atingisse as concentrações escolhidas.

 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Contagem de bactérias láticas no leite e na massa
Foram analisadas amostras do leite quanto 

à contagem de bactérias láticas, com o intuito de 
veri car se as contagens iniciais eram semelhantes 
para os diferentes tratamentos. Para minimizar as 
diferenças, trabalhou-se com o leite da mesma ordenha, 
para as diferentes fabricações de queijos artesanais 
com e sem nisina, em uma mesma propriedade.

A  nalidade da contagem de bactérias láticas na 
massa foi veri car se haveria inibição destas bactérias 
em função da adição de nisina no leite nas primeiras 
horas de fabricação.

A Tabela 1 mostra as contagens de bactérias 
láticas para o leite e a massa durante o processo de 
fabricação dos queijos artesanais.

Figura 1 – Fluxograma de fabricação de Queijo Minas Artesanal de Araxá com adição de nisina.
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Tabela 1 –  Contagens médias de bactérias láticas do 
leite e da massa, em função das diferentes 
doses de nisina adicionadas durante 
o processo de fabricação dos queijos 
artesanais.

 Nisina (UI.mL-1) Bactérias láticas
  Leite Massa
  Log UFC.mL-1 Log UFC.g-1

 0 1,937 a 4,300 a

 100 2,070 a 3,013 a

 400 2,890 a 2,433 a

* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si (p 
≥ 0,05), pelo teste de Tukey em cada coluna separadamente.

Tanto para as amostras de leite e quanto para as 
amostras de massa não houve diferença signi cativa 
(p ≥ 0,05) entre as amostras avaliadas, conforme 
apresentado na Tabela 1.

Como esperado, a contagem de bactérias 
láticas no leite foi estatisticamente igual ao nível 
de 5% de significância (p ≥ 0,05) para os diferentes 
tratamentos. Isto demonstra que efeitos posteriores na 
contagem de bactérias láticas podem ser justificados 
devido à concentração de nisina adicionada e não à 
contagem inicial encontrado no leite dos diferentes 
tratamentos.

Em relação à massa, apesar da tendência de 
redução nas contagens de bactérias láticas, em função 
da adição de nisina, não houve diferença (p > 0,05) 
para todos os tratamentos.

Resultado distinto ao do presente trabalho 
ocorreu em um estudo realizado por Pinto e t 
al. (2011) com queijos artesanais do Serro com 
diferentes concentrações de nisina. Observou-se um 
maior do número de bactérias láticas na massa com 
nisina em relação à massa do grupo-controle (sem 
adição de nisina), comprovando efeito inibitório 
da bacteriocina nas primeiras horas de fabricação 
(PINTO et al., 2011).

Teodoro (2012) também veri cou diferença 
signi cativa (p < 0,05) nas contagens de bactérias 
láticas da massa de queijos Minas artesanais da Serra 
da Canastra. A massa adicionada de 500 UI.mL-1 de 
nisina foi signi cativamente (p < 0,05) menor que a 
do controle, porém, sem diferir do tratamento com 100 
UI.mL-1 de nisina (p ≥ 0,05). As contagens do controle 
e do tratamento com dose de 100 UI.mL-1 também não 
diferiram entre si (p ≥ 0,05).

Tais disparidades do efeito da nisina em estudos 
semelhantes podem ocorrer devido à sensibilidade 
diferente à nisina pelas estirpes de bactérias láticas 
de cada região produtora de queijo artesanal. Estes 
estudos comprovam que as estipes de bactérias láticas 
do Serro e Canastra são mais sensíveis à nisina (PINTO 
et al., 2011), se comparadas as estipes da região de 
Araxá do presente estudo.

Contagem de Lactobacillus nos queijos ao longo 
da maturação

As contagens de Lactobacillus dos queijos 
artesanais de Araxá estão apresentadas na Figura 2.

 
Figura 2 –  Média das contagens de Lactobacillus 

dos queijos artesanais fabricados com 
diferentes concentrações de nisina, ao 
longo dos 60 dias de maturação.

Não houve efeito signi cativo das concentrações 
de nisina em relação à contagem de Lactobacillus (p 
≥ 0,05) nos queijos artesanais, mas houve efeito nos 
tempos de maturação (p < 0,05) (Figura 2).

Em um estudo realizado por Andrade et al. 
(2006), na análise microscópica e de coloração 
de Gram de bactérias láticas isoladas de queijo 
artesanal Serrano, aproximadamente 95% das lâminas 
continham bacilos de diferentes tamanhos, formas 
e arranjos. Os 5% restantes eram cocos, também 
Gram-positivos. Em outro estudo (LIMA et al., 
2009) comprovou-se que as bactérias láticas mais 
frequentes e suas respectivas contagens em queijos 
artesanais da região do Cerrado foram: Lactococcus 
lactis (6,88 log UFC.g-1), Enterococcus spp. (7,30 log 
UFC.g-1), Enterococcus faecalis (5,40 log UFC.g-1) e 
Streptococcus agalactiae (6,30 log UFC.g-1), onde 
veri ca-se a predominância de cocos em relação a 
bacilos (LIMA et al., 2009).

Em um estudo realizado por Kykkidou et al. 
(2007), foi comprovado que diferentes concentrações 
de nisina (0, 50 e 150 IU g-1) afetaram a contagem 
de Lactobacillus em queijo Galotyri. A contagem de 
Lactobacillus decresceu até 21 dias de maturação e 
após esta data a população aumentou, sendo que quanto 
maior a concentração de nisina, menor a população de 
lactobacilos. Este resultado diverge do presente estudo, 
pois, por se tratar de um queijo ácido (Galotyri), esta 
acidez pode ter auxiliado positivamente no efeito 
bactericida da nisina sobre as bactérias láticas do 
queijo, o que não ocorreu nos queijos artesanais de 
Araxá.

Em um estudo realizado por Aly e colaboradores 
(2012) foi avaliada a eficácia da nisina contra a 
Lactobacillus sakei em queijos modelo fabricados com 
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leite ultra ltrado. A medição da perda de viabilidade 
de Lb. sakei foi um indicador indireto da e cácia da 
nisina in situ. Após 24 h, a perda de viabilidade de Lb. 
sakei foi de 0,73 ± 0,14 a 3,30 ± 0,60 log UFC.g-1 
nos queijos com 0 e 10% de gelatina, respectivamente, 
indicando uma melhor na e cácia in situ de nisina 
quando a gelatina foi incorporada (Aly et al., 2012).

Segundo estudo realizado por Al-Holy et al. 
(2012), a combinação nisina e calor (63 °C/5 min) 
pode ser utilizada como uma barreira que impede 
a multiplicação de Listeria  em queijo branco, 
especialmente sob temperatura de refrigeração (10ºC 
e 4ºC).

Contagem de Lactococcus nos queijos ao longo da 
maturação

Não houve efeito signi cativo das concentrações 
de nisina, do tempo e da interação do tempo e 
concentrações de nisina em relação às contagens de 
Lactococcus (p ≥ 0,05) nos queijos artesanais.

 
Figura 3 –  Média das contagens de Lactococcus dos 

queijos artesanais ao longo dos 60 dias 
de maturação fabricados com diferentes 
concentrações de nisina.

O resultado demonstrado na Figura 3 pode 
ser considerado satisfatório, pois signi ca que não 
houve efeito bactericida da nisina em relação à 
contagem de Lactococcus e a contagem desta bactéria 
se manteve constante ao longo da maturação. Estes 
micro-organismos podem in uenciar positivamente 
na proteólise do queijo e consequentemente nas 
características de textura e sabor (BACHMANN et. 
al., 1996), por isso não devem ser in uenciados pela 
nisina adicionada.

Em estudo realizado com Lactococcus selvagens 
na fabricação de queijos, uma avaliação sensorial 
revelou que estas estirpes geralmente produzem sabores 
especí cos distintos daqueles produzidos por cepas 
industriais (AYAD et al., 1999). Neste mesmo estudo, 
a análise de compostos voláteis por cromatogra a em 
fase gasosa mostrou que várias estirpes selvagens 
produziram níveis relativamente elevados de álcoois 
primários ramificados e aldeídos nestes sistemas 

modelo. Estes compostos, provavelmente provenientes 
da degradação de aminoácidos, influenciaram 
positivamente na avaliação sensorial.

E m  u m  e s tu d o  c o m  q u e i jo  G a l o t y r i 
(KYKKIDOU et al., 2007), foi comprovado que 
diferentes concentrações de nisina (0, 50 e 150 IU g-1) 
afetaram as contagens de Lactococcus somente após 
14 dias de maturação, e que quanto maior a dose de 
nisina, menor a população destes mirco-organismos, 
divergindo do presente estudo, onde a nisina não afetou 
sua multiplicação. Tal fato pode ocorrer, pois o queijo 
Galotyri é um queijo mais ácido que o queijo artesanal 
de Araxá e a nisina é mais ativa em condições ácidas 
(MELO et al., 2005).

Teodoro (2012), em estudo realizado com 
bactérias láticas de queijo Minas artesanal da Serra 
da Canastra adicionado de nisina, não observou efeito 
signi cativo de tratamento, nem interação entre os 
fatores tratamentos (doses de nisina) e tempos de 
maturação (p ≥ 0,05), porém, houve efeito signi cativo 
de tempo, isoladamente (p < 0,01). A contagem 
de bactérias láticas para os diferentes tratamentos 
apresentou tendência de redução com o tempo de 
maturação (p < 0,01).

Borelli  (2002) encontrou alta  contagem 
populacional de bactérias láticas (entre 108 a 109 

UFC.g-1) no queijo Canastra. Andrade et al. (2006) 
obtiveram contagens de bactérias láticas que variaram 
de 2.102 a 5,35.108 UFC.g -1 em queijo artesanal 
Serrano. A microbiota especí ca local é responsável 
pelas características do queijo artesanal de cada região 
(LIMA et al., 2009) e por isso deve ser mantida.

Pinto et al. (2011) veri caram que diferentes 
concentrações de nisina interferiram signi cativamente 
(p < 0,05) nas contagens de bactérias láticas na massa e 
queijo nos tempos 7, 14 e 30 dias. O controle apresentou 
as maiores médias destes micro-organismos e o queijo 
tratado com a maior dose de nisina apresentou a menor 
média. Nos tempos 45 e 60 dias, o controle apresentou 
maior média (p < 0,05) do que os queijos tratados com 
nisina, que, por sua vez, não diferiram entre si (p ≥ 
0,05), diferindo do presente estudo, onde a nisina não 
afetou a contagem de bactérias láticas (Lactococcus 
+ Lactobacillus) no queijo ao longo da maturação. 
Este resultado demonstra que as bactérias láticas de 
diferentes regiões mineiras, comportam-se de maneira 
distinta em relação à aplicação de nisina, sendo mais ou 
menos resistentes de acordo com a região de origem.

4 CONCLUSÕES

As doses de nisina deste estudo empregadas 
na fabricação dos queijos Minas artesanais de Araxá 
não in uenciaram nas contagens de Lactococcus e 
Lactobacillus ao longo da maturação. Aa contagem 
de Lactobacillus aumentou ao longo da maturação dos 
queijos, independente da adição da nisina, enquanto a 
contagem de Lactococcus se manteve constante. Este 
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resultado demonstra que as doses de 100 UI.mL-1 e 400 
UI.mL-1 de nisina não reduziram a multiplicação de 
bactérias láticas e espera-se que os queijos fabricados 
com estas dosagens, mantenham as características 
sensoriais se comparados ao queijo controle.
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