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AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E RENDIMENTO DO
QUEIJO FRESCO SEM SAL E IOGURTE NATURAL PRODUZIDOS A PARTIR DE
LEITE CONTAMINADO COM MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS
PRODUTORES DE ENZIMAS PROTEOLITICAS

Autor: Juliana Querino Goulart
Orientador(a): Prof.(a) Dr.(a) Marisa da Costa

Co-orientador(a): Prof.(a) Dr.(a) Andrea Troller Pinto

RESUMO

O resfriamento do leite na unidade produtora favorece a multiplicacdo de
microrganismos psicrotroficos que podem produzir enzimas extracelulares
termorresistentes com potencial para degradar os componentes do leite. Visando
avaliar os prejuizos gerados pela acao destas enzimas, este estudo teve por objetivo
analisar os parametros fisico-quimicos e o rendimento dos queijos frescos sem sal e
iogurtes naturais produzidos a partir de leite contaminado com microrganismos
psicrotréficos produtores de enzimas proteoliticas, nos tempos de armazenamento
de 48 e 72h. Para isso, microrganismos psicrotroficos produtores de enzimas liticas
foram isolados do leite cru refrigerado. Esses microrganismos foram inoculados em
leite pasteurizado e armazenados por 48 e 72 horas a temperatura de 7°+1°C. Apés
o periodo de armazenamento, o leite foi tratado termicamente e foram produzidos
gueijos frescos sem sal e iogurtes naturais, sendo posteriormente avaliados o
rendimento e as caracteristicas fisico-quimicas destes produtos. Os microrganismos
psicrotréficos proteoliticos isolados foram PA17125, PA26115A e MB9122. As
médias dos resultados das analises fisico-quimicas ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os queijos produzidos com leite contaminado com PA17125,
PA26115A, MB9122 e o controle (ndo inoculado). Em relacdo ao periodo de
armazenamento, 0s queijos frescos sem sal apresentaram rendimentos menores e
percentuais de umidade maiores quando produzidos com leites armazenados por 72
horas a 7°+1°C. Em relacdo aos iogurtes naturais produzidos, os teores de gordura e
proteina foram significativamente maiores em iogurtes produzidos com os leites
controles (ndo inoculados). Além disso, a acidez do iogurte produzido com leites
armazenados por 72 horas a 7°t1°C foi significativamente maior no dia O,
independente dos microrganismos intencionalmente adicionados.

'Dissertacéo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (77 p.) Setembro, 2017.
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PHYSICAL CHEMICAL AND YIELD EVALUATION OF NO SALTING FRESH
CHEESE AND NATURAL YOGURT MADE OF MILK CONTAMINATED WITH
PROTEOLYTIC PSYCROTROPHICS MICRORGANISMS

Author: Juliana Querino Goulart
Advisor: Prof.(a) Dr.(a) Marisa da Costa
Co-Advisor: Prof.(a) Dr.(a) Andrea Troller Pinto

ABSTRACT

Cooling milk favors the multiplication of psychrotrophic microorganisms that can
produce thermoresistant extracellular enzymes with potencial for degradate milk
components. The objective of this study was to evaluate the physicochemical
parameters and the vyield of the fresh cheese without salt and natural yoghurts
produced with milk contaminated with psychrotrophic and proteolytic microorganisms,
in the storage times of 48 and 72 hours. For this, psychrotrophic and proteolytic
microorganisms were isolated from refrigerated raw milk. These microorganisms
were inoculated in pasteurized milk for 48 and 72 hours at a temperature of 7°+1°C.
After the storage period, the milk was heat-treated and used to produce fresh cheese
without salt and natural yoghurts, and its yield and physicochemical characteristics
were subsequently evaluated. The psychrotrophic and proteolytic microorganisms
isolated were PA17125, PA26115A and MB9122. The mean values of the
physicochemical analyzes did not present statistical differences between the cheeses
produced with milk contaminated with PA17125, PA26115A, MB9122 and control.
Regarding the storage period, fresh cheeses without salt showed lower yields and
higher humidity percentages when produced with stored milk for 72 hours at 7°+1°C.
About the natural yoghurts produced, the fat and protein content were higher in
yoghurts produced with control milks (uninoculated). In addition, the acidity of the
yogurt produced with milk stored for 72 hours at 7°+1°C was significantly higher on
day 0, independent of the inoculated microorganism.
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1 INTRODUCAO

A refrigeracdo do leite € uma das solu¢cdes mais eficazes na reducéao das
perdas econdmicas devido a deterioragdo por microrganismos mesdfilos, que se
multiplicam rapidamente no leite armazenado em temperatura ambiente. Porém, as
baixas temperaturas facilitam a multiplicacdo de microrganismos psicrotroficos, que
se tornaram prevalentes na microbiota do leite cru refrigerado. Estes microrganismos
séo conhecidos por produzir enzimas extracelulares que degradam os componentes
do leite, causando alteracdes indesejaveis nos derivados lacteos.

Os microrganismos psicrotréficos tém a capacidade de crescer em baixas
temperaturas, porém, ndo em superiores a 40°C. Desse grupo, representantes do
género Pseudomonas sp. sdo bastante prevalentes no leite cru refrigerado. Muitas
cepas sdo produtoras de enzimas proteoliticas ou lipoliticas, que causam
degradacdo dos componentes do leite como as proteinas e lipideos.

A pasteurizacdo do leite elimina grande parte dos microrganismos
psicrotroficos, ja que a maioria n&o resiste a temperaturas muito superiores a sua
temperatura 6tima de crescimento. Porém, as enzimas produzidas por estes
microrganismos podem ser termorresistentes e continuar presentes no produto apos
0 processamento térmico. Como permanecem ativas, essas enzimas podem
degradar os componentes dos derivados lacteos durante o seu periodo de
estocagem (validade do produto) e durante a maturacdo, no caso dos queijos.
Relatos mais comuns estdo relacionados ao leite UHT (ultra high temperature)
porém, a acdo das enzimas proteoliticas ainda nado foi bastante estudada em
derivados como nos queijos e iogurtes.

Os queijos sdo produtos da coagulacdo enzimatica do leite, onde uma
enzima exdgena (quimosina) provoca a agregacdo das micelas de caseina e forma a
coagulo. A integridade destas micelas pode ser determinante para a acédo da
guimosina, sendo que a acdo prévia de enzimas proteoliticas de origem microbiana
pode afetar a organizacdo do coagulo, reduzindo assim, o rendimento dos queijos.
Além disso, sua acdo na molécula de caseina pode dar origem a peptideos
amargos, que podem afetar o sabor dos derivados lacteos. J& o iogurte, produto
obtido pela coagulacdo e diminuicdo do pH do leite por fermentacéo latica, pode ter
sua consisténcia alterada pela diminuicdo do conteudo de caseina. A acdo de

enzimas proteoliticas pode formar peptideos menores a partir da caseina, tornando



0 coagulo menos denso, e o iogurte menos consistente. Esse efeito, dependendo do
produto pode ser indesejado.

As perdas geradas pelas enzimas proteoliticas produzidas pelos
microrganismos psicrotréficos ainda ndo foram contabilizadas pela industria. A
reducdo do rendimento e as alteraces nas caracteristicas fisico-quimicas dos
derivados lacteos podem gerar prejuizo diretamente (menor rendimento) ou
indiretamente (alteracdes das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais que podem
reduzir o consumo, pela modificacdo das caracteristicas do produto). Visando
aprofundar os estudos relacionados aos efeitos nos derivados lacteos provocados
pela contaminacdo por microrganismos psicrotréficos proteoliticos, este trabalho
teve por objetivo avaliar os parametros fisico-quimicos e rendimento dos queijos
frescos sem sal e iogurtes naturais produzidos a partir de leite contaminado com

microrganismos psicrotroficos produtores de enzimas proteoliticas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos dos queijos
frescos sem sal e iogurtes naturais produzidos a partir de leites contaminados com

microrganismos psicrotroficos produtores de enzimas proteoliticas.

2.2 Objetivos especificos

- Isolar e identificar microrganismos psicrotréficos produtores de enzimas
proteoliticas em leite cru refrigerado;

- Verificar a influéncia do tempo de armazenamento do leite a 7°C nas
caracteristicas fisico-quimicas e rendimento dos derivados;

- Verificar a acdo das enzimas proteoliticas no rendimento dos queijos
frescos sem sal produzidos;

- Verificar a acdo das enzimas proteoliticas nas caracteristicas fisico-

guimicas dos queijos frescos sem sal e dos iogurtes naturais.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Microbiota do leite, queijos e produtos lacteos fermentados

Apesar de ser considerado estéril na glandula mamaria saudavel, o leite
adquire os microrganismos que estao presentes na pele do animal e no ambiente no
momento em que é ordenhado. Microrganismos ambientais e os que fazem parte da
microbiota dos animais de producao leiteira normalmente se multiplicam bem em
temperatura ambiente ou na temperatura corporal dos animais. Esses
microrganismos sdo denominados mesofilos e normalmente tem caréater deteriorante
nos alimentos. Além disso, o leite é um alimento completo, e isto o torna um meio de
cultura adequado para microrganismos, inclusive os patogénicos. Sua qualidade
esta associada a carga microbiana inicial, sendo elas influenciadas pelo estado
sanitario do rebanho, manejo dos animais e higienizacao dos utensilios utilizados na
ordenha (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006; MONTEL et al., 2014
MOREIRA e MONTANHINI, 2014).

Visando controlar a extensa multiplicacdo de microrganismos, a fim de
promover a qualidade do leite, tornou-se obrigatério o seu resfriamento na unidade
produtora. O armazenamento refrigerado de leite cru é universalmente aceito para
prolongar a vida util e evitar a deterioragdo por microrganismos mesofilos. Porém
favorece o crescimento de microrganismos psicrotréficos, ja que se reduz a
competicdo pela inibicdo dos primeiros. No Brasil, ndo existe uma regulamentacao
especifica quanto ao namero de microrganismos psicrotroficos que podem estar
presentes no leite cru destinado ao processamento (PINTO, MARTINS e VANETTI;
2006).

Os microrganismos psicrotroficos tém a capacidade de crescer em baixas
temperaturas, tendo seu crescimento inibido em temperaturas superiores a 40°C. As
baixas temperaturas influenciam o crescimento bacteriano, afetando a conformacao
de macromoléculas celulares e outros constituintes. Consequentemente, a
adaptacado da célula requer enzimas que sejam ativas nesta condicdo, além de
propor¢des aumentadas de acidos graxos insaturados que acarretam na reducédo do
ponto de fusdo dos lipidios. Este fendmeno serve para manter a fluidez da
membrana plasmatica, o que permite o transporte de soluto, a secrecado de enzimas
extracelulares e sua fluidez (MOYER e MORITA, 2007; OLIVEIRA et al., 2015)



A microbiota do leite cru refrigerado é composta por diferentes populacées,
havendo uma sucessédo de acordo com os fatores de crescimento disponiveis no
leite. Para alguns microrganismos, a lactose pode ndo ser uma fonte de energia
adequada. Outros dependem de aminoacidos livres como fonte de nitrogénio e o
leite fresco os contém em pequenas quantidades. Conseguentemente, tais
microrganismos muitas vezes comecam a crescer ap0s outros terem hidrolisado a
lactose ou as proteinas. Portanto, dependendo da contaminacdo inicial, do tempo de
refrigeracdo, da temperatura, entre outros fatores, a populagcdo que compde a
microbiota do leite é diferente. Von Neubeck et al. (2015), a partir de leite coletado
em tanques de armazenamento em fazendas e industrias e estocado por 2-3 dias a
temperatura de 4-5°C determinou que a microbiota era constituida basicamente por
55% de bactérias Gram negativas, 41% Gram positivas e 4% de leveduras. A maior
prevaléncia de bactérias Gram negativas pode estar relacionada ao resfriamento do
leite, sendo este grupo detentor dos microrganismos psicrotréficos mais presentes
em leite cru refrigerado (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS, 2006; MACHADO et
al., 2017).

Os principais géneros de microrganismos cultivaveis no leite cru refrigerado
sdo bolores, leveduras, bactérias Gram negativas dos géneros Acinetobacter sp.,
Acromobacter sp., Aeromonas sp., Alcaligenes sp., Arthrobacter sp.,
Chryseobacterium sp., Enterobacter sp., Flavobacterium sp., Hafnia sp., Klebsiella
sp., Pseudomonas sp., Rahnella sp. e Serratia sp., e bactérias Gram positivas dos
géneros Bacillus sp., Brevibacterium sp., Clostridium sp., Corynebacterium sp.,
Enterococcus sp., Kocuria sp., Lactobacillus sp., Lactococcus sp., Leuconostoc sp.,
Microbacterium sp., Micrococcus sp., Paenibacillus sp., Rhodococcus sp.,
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. (LAFARGE et al, 2004; FRICKER et al,
2011; KUEHN et al., 2013; QUIGLEY et al. 2013; OIKONOMOU et al.,, 2014;
VITHANAGE et al., 2016). Estudos que utilizam técnicas que ndo envolvem o cultivo
dos microrganismos, tém identificado os géneros Aeribacillus sp., Anaerococcus sp.,
Bacteroides sp., Bradyrhizobium sp., Comamonas sp., Fecalibacterium sp.,
Fusobacterium sp., Pelomonas sp., Porphyromonas sp., Propionibacterium sp.,
Psychrobacter sp., Ralstonia sp., Sphingomonas sp., Stenotrophomonas sp., além
dos microrganismos cultivaveis ja relatados (KUEHN et al., 2013; QUIGLEY et al.,
2013; OIKONOMOWU et al., 2014). Dentre todos estes, o género Pseudomonas sp. foi

0 que exibiu maior prevaléncia na microbiota do leite cru refrigerado.



Pertencente ao filo Proteobacteria, classe Gamaproteobacteria, familia
Pseudomonadacea, espécies do género Pseudomonas sdo representantes bastante
numerosos da microbiota do leite cru. S&o bacilos retos ou ligeiramente curvos com
larguras de 0,5 a 1,0 um e cumprimentos de 1,5 a 5,0 um. Sdo Gram negativos,
oxidase positivo ou negativo, catalase positivo e ndo fermentam agulcares. Possuem
uma caracteristica morfolégica que os diferencia dos demais géneros pertencentes a
familia Pseudomonadacea que € a incapacidade de acumular granulos
endocelulares de poli-B-hidroxibutirato (PHB) quando crescem em meios de baixo
teor de nitrogénio e com varias fontes de carbono. Podem crescer em meio minimo,
guimicamente definido, com uma fonte de nitrogénio e uma fonte de carbono. A
maioria das espécies ndo depende de fatores de crescimento especificos. O
metabolismo das representantes do género Pseudomonas sp. € tipicamente
respiratorio com oxigénio como aceptor terminal de elétrons, mas algumas espécies
também podem usar nitrato. Sdo microrganismos conhecidos pela diversidade
metabdlica, seus membros foram isolados de varios ambientes e fontes incluindo
animais, plantas, solo e agua. Algumas espécies sao patogénicas para animais,
seres humanos ou vegetais. Podem ser psicrotroficos, sendo seu crescimento
favorecido pela estocagem a frio. Algumas espécies sao bastante adaptadas a
temperaturas mais baixas, atingindo a fase estacionaria de crescimento em 3 a 4
dias em temperatura de 6°C. Apesar de serem pouco resistentes a pasteurizacao,
individuos deste género sdo capazes de produzir enzimas extracelulares
termorresistentes que estdo relacionadas a deterioracdo dos produtos lacteos
durante o armazenamento, limitando a sua vida uti (MOORE et al., 2006; DE
JONGHE et al., 2011; ADDIS, et al. 2016; VON NEUBECK, et al., 2016; STOECKEL
et al., 2016; MARCHAND et al., 2017).

A pasteurizagdo é um processo térmico onde o alimento, neste caso o leite, €
submetido a alta e, logo em seguida, a baixa temperatura. Pode ser lenta, onde a
temperatura utilizada varia entre 62°e 65°C, durante 30 min, ou rapida onde se
aplicam temperaturas de 72° a 75°C durante 15 a 20 segundos. Independente do
tipo de processo, o resfriamento deve ser imediato. A pasteurizacéo tem a funcéao de
reduzir a carga microbiana, além de eliminar microrganismos patogénicos. A maioria
dos microrganismos deteriorantes no leite cru, como coliformes, bactérias acido-
laticas e bactérias psicrotroficas sédo eliminadas pela pasteurizacdo. Porém, algumas

cepas de Staphylococcus aureus, micrococos resistentes ao calor como o



Microbacterium sp., alguns estreptococos terméfilos e esporos bacterianos podem
sobrevuver a este tratamento térmico (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006;
YOON, LEE e CHOY, 2016, BRASIL, 2017). Estudo realizado por Junior e
colaboradores (2017) identificaram fungos psicrotroficos termodudricos como
Cladosporium cladosporioides, Curvularia geniculatus e Geotrichum candidum no
leite cru refrigerado.

A pasteurizacao elimina mais de 90% dos microrganismos presentes no leite,
além de inativar algumas enzimas que podem ser responsaveis pela producdo dos
componentes que dardo sabor ao queijo. Sendo assim, a microbiota dos queijos
produzidos a partir de leite pasteurizado sera bastante diferente da dos queijos
produzidos a partir de leite cru. A presenca de microrganismos Gram positivos €
favorecida jA& que sdo mais resistentes ao tratamento térmico que os Gram
negativos. Fatores ambientais e da producdo também podem afetar as espécies de
microrganismos presentes nos queijos. Além disso, a maturacdo € um fator
determinante da microbiota dos queijos (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006).

A microbiota de queijos ndo maturados e produzidos a partir de leite
pasteurizado e que nao sofreram maturacdo, tém suas maiores influéncias no leite
gue lhe serviu como matéria-prima e no ambiente onde foi produzido. Exemplo de
gueijo fresco € o queijo Minas Frescal, que pode ser consumido imediatamente apos
a producdo. A diferenca do queijo Minas Frescal para o queijo fresco sem sal,
produzido no presente estudo, € a auséncia de salga no processo produtivo do
segundo. Apesar do efeito conservante do sal, espera-se que a microbiota do queijo
fresco sem sal seja semelhante a do queijo Minas Frescal (BRASIL, 1996).

O regulamento que estabelece os parametros microbiolégicos para os queijos
€ Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC 12/2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA. Ela estipula contagens maximas de 5.000 unidades
formadoras de colénia/25g (UFC/25¢g) de coliformes a 45°C/g, 1.000 UFC/25g de
estafilococos coagulase positiva para o queijo Minas Frescal. Também determina as
auséncias de Salmonella sp e Listeria monocytogenes em 25g. Estudo realizado por
Loguercio e Aleixo (2001), que avaliou a qualidade microbiologica de queijo Minas
Frescal produzido artesanalmente, determinou que 93% se encontravam com
contagens acima do padréo para coliformes fecais e 96% apresentavam contagens
superiores ao padréo legal aceitavel para estafilococos coagulase positiva. Dias et

al. (2016) também avaliaram as caracteristicas microbiolégicas, comparando-as com



0s requisitos estabelecidos na legislacdo. Porém, os queijos Minas Frescal avaliados
eram produzidos com leite ndo pasteurizado, o0 que nao é permitido pela legislacao.
Estudos mais recentes também tém detectado a presenca de Escherichia coli
enterotoxigénica na linha de producdo do queijo Minas Frescal (BRASIL, 2001,
FONSECA et al., 2014).

Ja os produtos lacteos fermentados, o que inclui o iogurte, contém grande
diversidade microbiana. S&o naturalmente afetados pela microbiota da matéria-
prima (o leite), porém, como sdo adicionados de fermentos lacteos, os
microrganismos que compdem sua microbiota sdo, em (rande parte o0s
componentes dos fermentos. Estudo realizado por Zhong e colaboradores (2016)
avaliou 85 amostras de leites fermentados coletados em uma vasta regido da China,
Mongdlia e Ruassia. Os filos mais prevalentes compartilhados entre as amostras
foram Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, e Actinobacteria, que juntos
representaram 99% das sequiéncias bacterianas. Os géneros predominantes foram
Acetobacter sp., Acinetobacter sp., Lactobacillus sp., Lactococcus sp., Leuconostoc
sp. e Macrococcus sp., Streptococcus sp. que em conjunto corresponderam a
96,63% de sequéncias bacterianas. Tamang, Watanabe e Holzapfel (2016)
relataram que o0s microrganismos mais prevalentes em iogurtes foram o
Bifidobacterium sp., Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
delbrueckii Bulgaricus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
rhamnosus e Streptococcus salivarius Thermophilus. A prevaléncia do S. salivarius
Thermophilus e do L. delbrueckii Bulgaricus € esperada, ja que estes
microrganismos sdo os componentes do fermento lacteo utilizado para a producéo

de iogurtes.

3.1.1 Identificagéo de microrganismos no leite e seus derivados

A identificacdo de microrganismos presentes em alimentos ainda € bastante
dependente do cultivo. A partir do isolamento dos microrganismos, testes
bioquimicos e/ou sequenciamento sao Uteis na identificacdo de microrganismos em
nivel de género ou espécie, dependendo do grau de sensibilidade. Mais
recentemente a identificagdo de microrganismos isolados utilizando matriz assistida
por laser de dessorcaol/ionizacao tempo de vb6o e espectrometria de massa (MALDI

TOF MS), tem acelerado este processo. O MALDI TOF MS é capaz de identificar



espécies de microrganismos através da determinacdo de proteinas altamente
especificas, tendo alta resolucéo dentro da gama de massas de 2 a 20 kDa, o que
cobre predominantemente proteinas ribossémicas que demonstram diferencas
importantes ao nivel de uma espécie (WOLTERS et al., 2011; EGLI et al., 2015;
TAGG et al., 2015). Além da identificacdo de microrganismos ao nivel de espécie,
alguns estudos objetivam diferenciar individuos de mesma espécie com diferentes
caracteristicas fenotipicas (JOSTEN et al., 2014).

Estudos recentes, que aplicam técnicas moleculares para determinacdo da
microbiota de alimentos, tém proporcionado grandes avancgos quando se trata da
microbiota do leite ao longo do periodo entre a ordenha e o processamento,
facilitando a avaliacdo do potencial espoliativo dos microrganismos que a compde e
0 provavel prejuizo na producdo dos derivados do leite. O estudo da ecologia
microbiana utilizando a metagendmica, transcriptdmica, protedmica e metabolbémica
tem sido utilizado para entender o comportamento de microorganismos em produtos
alimentares (ERCOLINI, 2013; QUIGLEY et al., 2013).

3.2 Aspectos fisico-quimicos do leite e de seus derivados: Componentes
do leite cru refrigerado e composicdao do queijo fresco sem sal e iogurte

natural

Leite € o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condicbes
de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. E um dos alimentos
mais complexos, sendo uma combinacdo de diversos elementos sélidos em agua.
Os elementos solidos representam aproximadamente 12 a 13% do leite, e a agua
aproximadamente 87%. Os principais elementos sélidos séo lipidios (3,5% a 5,3%),
onde a maioria é composta por triglicerideos; carboidratos (4,7% a 5,2%), sendo o
mais representativo a lactose; proteinas (3% a 4%), onde a caseina € mais presente;
sais minerais e vitaminas (1%). Esses elementos, suas distribuicdes e interacbes
sédo determinantes para a estrutura, propriedades funcionais e aptidao do leite para
processamento (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006; BRASIL, 2017).

3.2.1 Componentes do leite

Os componentes do leite se comportam de diferentes formas devido a suas
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diferentes solubilidades em &gua, tornando o leite uma solugdo coloidal. As
proteinas do soro, a lactose, os minerais e algumas vitaminas sao solUveis em agua,
formando uma solucdo perfeita. Em compensacdo, as caseinas (proteinas mais
abundante no leite) estdo sob a forma de micelas insolliveis em agua e a gordura,
em emulsdo (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006).

3.2.1.1 Gordura

A gordura € o componente do leite que sofre maior variacdo. Maior parte da
gordura se encontra em pequenos glébulos formando uma emulsdo em agua. Os
acidos graxos constituintes da gordura do leite provém de duas fontes: acido acético
e butirico, sintetizados pelas células secretoras e provenientes do sangue, oriundos
da dieta ou da mobilizacdo das reservas corporais. Legalmente, os teores de
gordura devem ser superiores a 3% em leite cru refrigerado (ORDONEZ et al., 2005;
WALSTRA, WOUTERS e GEURTS, 2006; BRASIL, 2011; NASCIMENTO et al,
2016).

3.2.1.2 Proteinas

Cerca de 95% do nitrogénio presente no leite esta sob a forma de proteinas.
As proteinas do leite formam uma mistura complexa e de dificil separacédo ja que
algumas estdo intimamente relacionadas. O isolamento destas proteinas agrega
valor ao produto, ja que é possivel a producdo de diversos produtos funcionais a
partir delas separadamente, por exemplo, solu¢cbes concentradas de caseinas
podem ser utilizadas na producédo de queijos (CHAI, YE, CHEN; 2017).

As proteinas do leite podem ser divididas em trés categorias: caseinas,
proteinas do soro e outras. As caseinas sdo proteinas ndo globulares que estédo
presentes no leite em grandes aglomerados denominados micelas. Em pH 4,6 estas
proteinas precipitam, as demais proteinas, permanecem sollveis. E a proteina mais
abundante no leite, constituindo 80% do conteudo proteico total. Podem ser
distinguidas aS1, aS2, B e k-caseina. Dentre estas, a aS1-caseina, que é uma
fosfoproteina, € a mais abundante, com 34% das proteinas totais. A k-caseina
apresenta-se sob a forma de moléculas glicosiladas em graus diferentes. A [3-

caseina, em parte, € dividida pelas enzimas proteoliticas em y-caseina e peptona
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protease. Elas séo fosfoproteinas que precipitam na presenca de ions calcio, porém
sdo protegidas da precipitacdo pela k-caseina. No entanto, k-caseina reage
facilmente com o coalho (HARAGUCHI, ABREU, DE PAULA; 2006). O coalho € uma
guimosina que pode ser de origem animal ou microbiana produzido, por exemplo,
pelo Aspergillus niger var. Awamori. Essas reacdes sdo a base da coagulacdo do
leite por coalho e, portanto, da producdo de queijos (WALSTRA, WOUTERS e
GEURTS; 2006).

As proteinas do soro, diferente das caseinas, apresentam uma estrutura
globular. Sdo constituidas de: a-lactoglobulina, B-lactoalbumina, albumina do soro
bovino, imunoglobulinas e glicomacropeptideos (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS;
2006).

O percentual de proteina pode variar de acordo com as estacbes do ano,
volume da producéo, raca do animal, fase da lactagéo, alimentacéo, etc. A Instrucéo
Normativa n°62/2011, estabelece minimos de 2,9% para seu teor no leite cru
refrigerado (BRASIL, 2011; TAFFAREL et al., 2015).

3.2.1.2.1 Enzimas

Enzimas séo substancias de origem normalmente proteica, que tem funcéo de
acelerar reacfes quimicas e que podem exercer suas atividades intra ou
extracelularmente. Estdo presentes nos mais diferentes organismos vivos e
substancias biolbgicas, entre elas, o leite. Este contém uma grande variedade de
enzimas sendo muitas delas excretadas pela glandula mamaria (sintetizadas por
células secretoras); outras derivadas do sangue. Além destas, enzimas como a
catalase estdo presentes em células que se desprendem da glandula mamaria apés
a ordenha (SILANIKOVE, MERIN e LEITNER; 2006; WALSTRA, WOUTERS e
GEURTS; 2006).

A acdo das enzimas pode ter efeitos positivos ou negativos na indastria de
laticinios. Como efeitos positivos destaca-se a utilizacdo de enzimas na fabricacao
de produtos lacteos que geram qualidades desejaveis a eles. J& os efeitos negativos
estdo relacionados a producgéo de caracteristicas ndo desejadas como a reducéo de
consisténcia no iogurte por exemplo. Os microrganismos contribuem com a
producdo de enzimas que estdo presentes no leite. Algumas, que sdo produzidas

por bactérias acido-laticas, podem ser utilizadas para produzir sabores e texturas
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diferenciadas em queijos e iogurtes. Porém, outras podem ter efeito negativo,
degradando os componentes do leite e acarretando em menor rendimento ou perda
de qualidade dos derivados lacteos (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006, TEH
et al., 2014).

As enzimas bacterianas (proteases ou lipases) podem ser produzidas por
uma variedade de bactérias, incluindo espécies dos géneros Bacillus sp.,
Pseudomonas sp. e Serratia sp., que sdo encontradas no ambiente de unidades
produtoras de leite e laticinios. A producdo das enzimas ocorre normalmente no final
da fase exponencial e inicio da fase estacionéaria do crescimento bacteriano. E um
processo complexo influenciado pelos mais diferentes fatores ambientais e fatores
intrinsecos dos microrganismos (TEH et al., 2014).

Dentre 0s microrganismos produtores de enzimas espoliativas, o0s
psicrotroficos compbde o grupo mais estudado na atualidade. Apesar de serem
destruidos pela pasteurizacdo, as enzimas por eles produzidas podem manter sua
atividade. Além de agir no leite antes da pasteurizacdo, as enzimas
termorresistentes podem continuar agindo nos derivados, causando degradacfes
nos componentes proteicos e lipidicos, principalmente em queijos e manteigas que
ficam armazenados por longos periodos. As enzimas proteoliticas produzidas por
microrganismos psicrotroficos presentes no leite podem degradar as micelas de
caseina e liberar peptideos menores e aminoacidos solUveis que serdo perdidos no
soro, resultando em menores teores de proteinas no coagulo do queijo produzido
(SYRHAUG e STEPANIAK, 1997; CARDOSO, 2006; NORNBERG, TONDO e
BRANDELLI, 2009; TEH et al., 2014;GLUCK et al, 2016; PUKANCIKOVA et al.,
2016; MARCHAND et al.,2017).

Estudo realizado por von Neubeck e colaboradores (2015), observaram que
dentro do género Pseudomonas aproximadamente 85% dos isolados possuiam a
capacidade de produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas, sendo a capacidade
proteolitica muito mais abundante. Ja Vithanage e colaboradores (2016) também
identificaram, além dos representantes dos géneros Pseudomonas sp.,
representantes dos géneros Acinetobacter sp., Bacillus sp., Hafnia sp. e
Microbacterium sp. como 0s mais ativos enzimaticamente.

As enzimas proteoliticas hidrolisam ligacGes peptidicas entre
0s aminoacidos das proteinas e sao pertencentes a quatro subgrupos: proteinases

de serina; proteinases de cisteina; proteinases de acido aspartico e
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metaloproteinases alcalinas. Exemplos de enzimas destes grupos sdo a plasmina,
uma proteinase de serina e a catepsina, uma proteinase do acido aspartico. As
metaloproteinases alcalinas séo relatadas como estaveis a altas temperaturas e
podem ser produzidas por microrganismos psicrotroficos presentes no leite (CHEN,
DANIEL e COLLBEAR, 2003; GLUCK et al., 2016; PUKANCIKOVA et al., 2016).

As enzimas proteoliticas produzidas pelos microrganismos psicrotréficos tém
capacidade de coagular o leite, agindo na a, B e kK caseina. Também agem nas
proteinas do soro, porém seu potencial de acdo é menor. Tém sua atividade
maxima em pH entre 6,5 e 8. Os principais defeitos causados pelas enzimas
proteoliticas em derivados de leite sdo a rancidez, sabor amargo, sabor de fruta e
geleificacdo em leite UHT. Também podem causar instabilidade térmica do leite,
instabilidade do leite ao etanol, resultado falso-positivo na pesquisa por fraude de
leite com soro por meio da dosagem do acido siélico e reducdo no rendimento na
fabricacdo de queijos. Os microrganismos psicrotréficos tém sido responsabilizados
por estes defeitos nos derivados lacteos, devido a sua capacidade de produzir
enzimas extracelulares que degradam os componentes do leite. Segundo alguns
autores, a producdo destas enzimas se inicia em contagens de microrganismos
superiores a 10° UFC/mL (PINTO, MARTINS e VANETTI; 2006; NORNBERG et al.,
2009; dos SANTOS et al., 2013).

3.2.2 Composicao dos queijos frescos

Queijos frescos sédo obtidos por coagulacdo enzimatica do leite pasteurizado
com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou nao
com acao de bactérias lacticas especificas. Nao sofrem maturacdo, podendo ser
consumidos imediatamente apds a produgcdo. Um exemplo de queijo fresco € o
gueijo Minas Frescal, cuja composi¢cdo depende de diversos fatores, desde a
composicdo do leite utilizado como matéria-prima até os processos tecnoldgicos
envolvidos na sua producéo (BRASIL, 1997).

Para a producdo das diversas variedades de queijo, podem ser aplicadas
normas legais, tais como um conteddo minimo e maximo de matéria gorda na
matéria seca. No Brasil, a legislacdo define que o queijo Minas Frescal deve ser um
gueijo semi-gordo (percentual de gordura varia entre 25 e 44,9%), de alta umidade

(com percentuais de umidade entre 46,0 e 54,9%), com consisténcia macia, cor
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esbranquicada, sabor suave ou levemente &cido e formato cilindrico. Como sao
permitidas adi¢cdes de culturas lacteas ao leite para a producdo deste queijo, ela
pode ser um dos fatores que mais afetam a sua composi¢cdo. As bactérias acido-
laticas especificas adicionadas ao leite matéria-prima na producdo de queijo Minas
Frescal fornecem protecao, melhoram atividade coagulante e facilitam a remocéo do
soro da coalhada. Estudos relacionados a composi¢cdo do queijo Minas Frescal tém
0s mais variados resultados, de acordo com os fatores acima relacionados
(CARVALHO, VIOTTO e KUAYE, 2005; FRITZEN-FREIRE et al., 2010; MAGENIS et
al., 2014; DIAS et al., 2016).

O queijo fresco sem sal produzido no presente estudo tem sua producao
semelhante a do queijo Minas Frescal. A diferenca entre os dois queijos € que 0
primeiro ndo é salgado. Este passo foi excluido na producdo do queijo produzido
neste estudo para evitar que os teores de cloreto de sodio influenciassem no
rendimento da coalhada, ja que o sal atrai agua para a trama de caseina do coagulo,
aumentando os teores de umidade e, consequentemente afetando o rendimento.
Apesar dos teores de cloreto de sodio tornarem suas composi¢des pouco diferentes,
a composicdo do queijo Minas Frescal é a que mais se aproxima do queijo fresco

sem sal produzido.

3.2.3 Composicéo do iogurte natural

O iogurte é o produto obtido do leite adicionado ou ndo de outras substancias
alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminuicdo do pH por fermentacdo lactica,
mediante acdo das bactérias Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus. Neste processo ainda podem ser
incluidos, de forma complementar, outras bactérias acido-laticas que por sua
atividade, contribuem para a determinacdo das caracteristicas do produto final.
Estes microrganismos especificos devem estar viaveis, ativos e abundantes no
produto final, durante seu prazo de validade. Os iogurtes podem ser classificados
em integral, semidesnatado ou desnatado, de acordo com o teor de gordura.
Independente da classificacdo, o teor minimo de proteinas € de 2,9%. A acidez
titulavel deve estar entre 6 e 15g de acido latico/L de iogurte (BRASIL, 2007).

A composicdo do iogurte natural também varia de acordo com a composicao

do leite utilizado como matéria-prima. Os teores de proteinas e gordura estao
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relacionados aos processos de padronizacao e adicdo de leite ou soro de leite em
p6. Ja o conteudo de lactose diminui em relacdo a do leite, pois esta € convertida
em acido latico. Bactérias acido-laticas muitas vezes exigem vitaminas B para o
crescimento e podem produzir outras vitaminas. Assim, as propriedades das culturas
envolvidas determinam o grau de concentragfes de vitaminas no leite fermentado
em relacdo ao leite. No iogurte, o nivel da maioria das vitaminas € um pouco
reduzido; o teor de acido félico pode ser aumentado. Além disso, algumas bactérias
podem produzir a vitamina K2. O contetdo de vitaminas em produtos fermentados
também é afetado pelas condigdes de armazenamento e pelo tratamento térmico do
leite. Por exemplo, o tratamento do leite resulta numa diminuicdo das vitaminas B1,
B12, C e acido félico (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006).

3.3 Transformacao do leite em derivados lacteos: processos envolvidos

A degradacdo dos componentes do leite podem provocar alteracdes nas
caracteristicas fisicas, como a acidez titulavel, por exemplo. Ao degradar a lactose e
converté-la em &acido latico, a concentracdo aumentada do segundo gera aumento
na acidez titulavel. O processo natural de acidificacéo do leite pode desestabilizar as
micelas de caseina o que provoca sua agregacdo. O gel é formado e o soro separa-
se da coalhada naturalmente. O aquecimento do leite acido pode acelerar esta
separacdo e a massa resultante pode ser enformada e prensada. Porém a
fabricacdo do queijo acaba nao envolvendo processos naturais de acidificacéo,
sendo a coagulacdo do leite promovida por enzimas ou acidos adicionados
intencionalmente (FOX et al., 2000).

As enzimas adicionadas ao leite removem o caseinomacropeptideo da k-
caseina e as micelas de paracaseina resultantes ficam agregadas formando o gel.
As micelas s6 agregam quando a maior parte do caseinomacropeptideo é removida,
de modo que a repulsédo eletrostatica das micelas é suficientemente diminuida. A
agregacao, isto é, a aderéncia conjunta de micelas de paracaseina, € em parte
devido a ligagGes covalentes entre moléculas, mas atracdo entre elas ndo é
suficiente. O calcio tem efeito fundamental nesta parte do processo de coagulacdo
do leite. Presumivelmente, o efeito dos ions calcio diminui a repulsdo eletrostatica
neutralizando as micelas. Também podem fazer pontes (ligagdes salinas) nas
micelas de paracaseina (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006).
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O gel formado € propenso a separacdo espontanea, com a expulsdo de soro.
A expulséo do soro ocorre cortando-se o0 gel em pedacos e pela agitacdo da mistura
coalhada-soro. A coalhada obtida compde de 10 a 30% do volume de leite. ApGs o
enforme e prensagem, cloreto de sddio é adicionado a coalhada na propor¢cao de 1 a
4%. O sal afeta durabilidade, sabor e consisténcia do queijo, além de possuir efeitos
na maturacao. Posteriormente ocorre a fusdo de graos de coalhada e o queijo pode
adquirir uma casca, que protege o interior. De acordo com o tipo de queijo, ele sofre
um processo de maturacdo especifico, que é o principal fator determinante de seu
sabor e textura tipica. Para conseguir isso, 0 queijo € mantido por um tempo variavel
sob condi¢cdes adequadas. As condicBes de armazenagem variam de acordo com o
tipo de queijo envolvido (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006).

A principal enzima utilizada na fabricacdo de queijo é a quimosina. E uma
endopeptidase, que divide a proteina em fragmentos relativamente grandes. Ela
guebra especialmente as ligacfes entre os aminoacidos fenilalanina e a metionima
na posigao 105 e 106 da k-caseina. Outras enzimas podem ser utilizadas, como por
exemplo, a pepsina suina, as enzimas de origem vegetal ou fungica e de
microrganismos recombinantes (FOX et al., 2000).

O queijo Minas Frescal normalmente tem um roteiro de produgdo semelhante
nas industrias de laticinios. Inicia-se com a padronizacdo, homogeneizacdo e
pasteurizacdo do leite. A seguir, o leite pasteurizado € aquecido a 38°C e séao
adicionados o cloreto de célcio e o coalho. Alguns fabricantes podem adicionar
fermentos lacteos (o que é permitido pela legislacdo). A mistura fica coagulando por
cerca de uma hora. A massa € cortada e movimentada para a remoc¢ao do soro.
ApoOs a dessoragem a massa é enformada. Apds 30 min a massa € virada e
permanece na forma por mais 30 min e, em seguida, € desenformado. O queijo é
salgado, embalado e armazenado a 5°C. Esse tipo de queijo ndo sofre processo de
maturacdo (CARVALHO et al., 2007).

O iogurte € um derivado produzido a partir da fermentacéo lactea por duas
bactérias especificas, o Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus. Estes microrganismos atuam em
cooperacao, onde o L. delbrueckii Bulgaricus aumenta o crescimento do S. salivarius
subsp. Thermophilus pela producdo de aminoacidos que estimulam o crescimento
do primeiro (sendo o principal aminoacido a valina). Ja o S. salivarius subsp.

Thermophilus aumenta o crescimento do L. delbrueckii Bulgaricus pela formacéo de
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by

acido formico a partir de acido pirdvico. Devido a mutua estimulagdo durante o
crescimento combinado das bactérias do iogurte, a producdo se torna muito mais
rapida (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006).

O iogurte é uma rede de particulas de caseina que inclui glébulos de gordura
e soro. A existéncia de uma rede continua implica na formacdo de um gel. Suas
etapas da preparacdo compreendem (1) o aquecimento do leite a 85°C, com a
finalidade de desnaturar as proteinas do soro e garantir a firmeza do produto; (2) o
periodo de incubagcdo a 43°C com o crescimento dos microrganismos iniciadores
(Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus) com a producédo de metabdlitos que determinam as caracteristicas do
produto; (3) e o resfriamento a 5°C para impedir o crescimento microrganismos
mesofilos e, consequentemente parar a producéo de acidos (LEE e LUCEY, 2010).

Os metabdlitos formados sao principalmente &cido latico, acetaldeido e
diacetil. O acido latico é produzido a partir de glicose. A galactose, formada durante
a decomposicao da lactose, ndo é convertida. O acetaldeido, componente essencial
ao aroma do iogurte, € produzido a partir da treonina (um componente natural do
leite). J& o diacetil é formado a partir do acido piravico, produto da fermentacédo de
acucares promovida pelos microrganismos iniciadores. Também estdo presentes
cadeias de polissacarideos ricos em galactose e outros glicidios, que sao secretadas
pelo S. salivarius subsp. Thermophilus e L. delbrueckii subsp. Bulgaricus
(WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006).

3.3.1 Rendimento dos queijos

O rendimento é medido pelo volume de litros de leite necessarios para
produzir um quilo de queijo. Pode ser afetado por diversos fatores como, por
exemplo, a composicédo do leite e do queijo, perdas no corte da coalhada, tipo de
coalho utilizado, contagens de células somaticas e contagem de bactérias
psicrotréficas. O rendimento dos queijos é bastante variavel e afetado diretamente
pelos teores de umidade. O processo de transformacgao do leite em queijo faz com
gue os constituintes do leite se separem em dois grupos. O primeiro grupo é dos
constituintes que ficam retidos no codgulo e o segundo, os que séao perdidos no

soro. No coagulo ficam retidos a caseina e grande parte da gordura do leite. J4 o
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soro é formado principalmente por lactose, minerais, proteinas do soro e agua
(CARDOSO, 2006).

A contaminacdo do leite por microrganismos psicrotroficos tem sido
investigada por diversos grupos de pesquisa com a intencdo de avaliar as avarias
gue esta poderia causar (NORNBERG, TONDO e BRANDELLI, 2009; BAUR et al.,
2015; STOECKEL et al.,, 2016). Os microrganismos em si podem ser destruidos
pelos tratamentos térmicos, porém enzimas termorresistentes por eles produzidas
permanecem ativas nos derivados lacteos. Os efeitos destas enzimas nos derivados
lacteos sdo vastamente estudados no leite UHT, mas em queijos e iogurtes é pouco
descrita. Basicamente, a comparacdo entre os derivados produzidos com leite
altamente contaminado e derivados produzidos com leites pouco contaminados
pode auxiliar na elucidagcéo de parte das causas dos prejuizos ocorridos na industria.
Estas informacdes podem ser utilizadas como base em estudos futuros de avaliacao

das perdas econémicas ocorridas na indastria.
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4 MATERIAIS E METODOS

As atividades foram divididas em trés etapas: A primeira etapa se refere as
andlises do leite cru refrigerado utilizado para o isolamento e identificacdo de
microrganismos psicrotroficos produtores de enzimas liticas (item 4.1). Nesta etapa,
o leite cru refrigerado coletado em uma unidade produtora, foi avaliado quando as
suas caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas, além de serem isolados dele
microrganismos psicrotroficos produtores de enzimas liticas. O resumo das
atividades executadas nesta etapa € apresentado na figura 1. Ja a segunda etapa
(item 4.2), trata do comportamento dos microrganismos isolados, avaliando as taxas
de crescimento em dois diferentes meios: Caldo infusdo cérebro e coracédo (BHI) e
leite desnatado. Também foi avaliada a atividade enzimatica do leite desnatado
contaminado com 0s microrganismos psicrotréficos proteoliticos isolados durante o
tratamento térmico (Figura 2). A terceira etapa esta relacionada a producdo dos
derivados lacteos (item 4.3) com leite pasteurizado contaminado intencionalmente

com 0s microrganismos isolados na primeira etapa.

4.1 Analises microbiolégicas e fisico-quimicas do leite cru refrigerado

utilizado para o isolamento de microrganismos produtores de enzimas liticas

As andlises microbioldgicas e fisico-quimicas do leite cru refrigerado foram

realizadas em triplicata.

4.1.1 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de leite cru refrigerado armazenado em tanque de
expansdo, em uma unidade produtora localizada no municipio de Porto Alegre, em
duas diferentes oportunidades, com o objetivo de isolar microrganismos
psicrotréficos produtores de enzimas proteoliticas e/ou lipoliticas. A primeira amostra
foi coletada em novembro/2015 e a segunda em dezembro/2015. A aliquota
coletada correspondeu a 400 mL e as amostras foram acondicionadas em frascos
estéreis e mantidas em temperaturas inferiores a 10°C até a chegada ao Laboratério
de Inspecédo e Tecnologia de Leites e Derivados, Ovos e Mel da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (LEITECIA — UFRGS).
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Leite cru refrigerado
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Enzimas proteoliticas
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Figura 1: Fluxograma das analises microbiologicas e fisico-quimicas do leite cru e do
isolamento de microrganismos psicrotroficos produtores de enzimas liticas

4.1.2 Isolamento de microrganismos psicrotroficos

Imediatamente ap6s a chegada ao laboratorio foram feitas diluicGes decimais
das amostras e inoculados 100 pL em agar de contagem padrédo (PCA) e placas
mantidas a 37°t1°C durante 48 horas para as contagens de microrganismos
mesdfilos. Ja para a contagem de psicrotréficos as placas foram acondicionadas a
aproximadamente 7°+1°C por 10 dias. Para a quantificacdo de leveduras mesofilas e
psicrotréficas foram feitas diluicbes decimais das amostras e inoculados 100uL em
agar batata-dextrose acidificado (BDA) e as placas foram acondicionadas as
temperaturas de 37°+1°C por 48 horas e 7°+1°C por 10 dias, respectivamente.
Apesar da instrucdo normativa n°62/2003 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento sugerir temperaturas de 25°C para bolores e leveduras, o
crescimento excessivo de bolores tornou impossivel a contagem de leveduras.
Assim, se optou por manter as placas de BDA em temperatura de 37°£1°C por 48

horas para favorecer o crescimento das leveduras. Apos o tempo de incubacéo foi
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realizada contagem de UFC total (BRASIL, 1993; SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA,
2001; BRASIL, 2003; ALFENAS et al., 2009).

Baseado nas diferentes morfologias de colénia observadas, os
microrganismos foram isolados e mantidos em cultura pura. Para avaliar a
capacidade de crescimento nas temperaturas de 7°t£1°C, 25°t£1°C e 37°x1°C, os
isolados foram inoculados em &agar triptona de soja (TSA) e incubados nessas

temperaturas por 10 dias, 3 dias e 48 horas respectivamente.

4.1.3 Identificacdo dos microrganismos psicrotréficos utilizando testes

bioquimicos

Os microrganismos psicrotréficos isolados foram submetidos a coloragdo de
Gram. Foram visualizados ao microscépio Optico e observados quanto a sua forma.
A seguir foram testados quanto a sua capacidade de crescer em agar Mac Conkey.
Apés, foram realizados os testes de oxidase. Os microrganismos também foram
testados quanto a sua capacidade de oxidar e fermentar a glicose, produzir acido
sulfidrico e indol, possuir motilidade, fermentar a lactose, formar codgulos e formar
gas (Litmus milk). Os testes foram realizados a 7°+1°C e os tubos incubados por 10

dias.

4.1.4 ldentificacdo dos microrganismos psicrotréficos utilizando sistema
de espectrometria de massas com ionizagdo por dessor¢céo a laser assistida
por matriz acoplado a espectrometria de massas em tempo de voo (MALDI TOF
MS)

A identificacdo dos microrganismos psicrotroficos utilizando MALDI TOF MS
foi realizada no Laboratério Nacional Agropecuario do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (LANAGRO — MAPA).

Os microrganismos isolados foram semeados por esgotamento em TSA
(Kasvi®) e incubados a 7°+1°C por cinco dias. As colbnias mais isoladas foram
selecionadas, transferidas para tubos contendo 300 pL de &gua ultrapura e
adicionadas de 900 uL de etanol absoluto (Exodo cientifica® 99,9%). O conteudo foi
centrifugado e o sobrenadante descartado. Ao precipitado formado foi adicionado 25

uL de acido férmico 70% seguido de homogeneizacao utilizando agitador tipo vortex,
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visando promover a lise dos microrganismos. Em seguida foi adicionado 25 pL de
acetonitrila seguidos de homogeneizacdo utilizando agitador tipo vortex e
centrifugacdo a 12.000g, a temperatura de 5°C por 2 min. Foi aplicado 1 pL do
sobrenadante na placa do MALDI TOF MS e manteve-se em temperatura ambiente
para a secagem. Em seguida foi adicionado 1 pL da matriz e aguardou-se a
secagem. A matriz consiste em uma solucéo saturada de acido a-cyano-4-hydroxy-
cindmico na concentracdo de 10 mg/mL preparada em uma solucdo agua:
acetonitrila; &cido trifluoroacético (47,5:50:2,5;v/v).

Foi utilizado um sistema MALDI-TOF, modelo Autoflex Speed®, utilizando o
software de aquisicdo FlexControl® e tratamento de dados pelo uso do software
Biotyper® (Bruker, Alemanha). A avaliacdo da performance do equipamento foi
realizada por meio da calibracdo de massas utilizando-se de padrdes comerciais
disponibilizados pelo fabricante, na faixa de avaliagdo de m/z 2.000-20,000. Como
controle positivo foi utilizada uma espécie de referéncia de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). Para a interpretacdo dos resultados, os pontos de corte
recomendados pelo fabricante foram utilizados para determinar a identificacao
segura ao nivel de espécie (= 2.300), identificacdo segura ao nivel de género e
provavel identificacdo ao nivel de espécie (2.000 a 2.299), identificacdo provavel ao
nivel de género (1.700 a 1.999) e sem identificacdo confiavel (<1.699) (ALMUZARA
et al., 2015).

4.1.5 Identificacdo de microrganismos psicrotroficos produtores de

enzimas liticas

Os microrganismos psicrotroficos foram avaliados quanto a sua capacidade
de produzir enzimas proteoliticas. Para isso foram inoculados em TSA (Kasvi®)
suplementado com 5% de leite desnatado reconstituido a 10% e incubados nas
temperaturas de 37°+1°C por 48 horas e 7°£1°C por 10 dias. Cepas positivas para a
producdo de enzimas proteoliticas foram identificadas pela formacdo de halo
transparente ao redor da zona de crescimento da col6nia. Para verificar a qualidade
do meio teste foi utilizada como controle positivo a Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), conhecida por sua capacidade de produzir enzimas proteoliticas. Ja a
producdo de enzimas lipoliticas foi testada através da inoculacdo dos isolados em

agar tributirina (Sigma Aldrich®) 1% e incubacéo nas temperaturas de 37°+1°C por
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48 horas e 7°t£1°C por 10 dias. Testes positivos se caracterizavam pela presenca de
halo transparente ao redor da colénia. Como controle positivo foi utilizado o
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), conhecido por sua capacidade de produzir
enzimas lipoliticas (BRASIL, 1993).

4.1.6 Caracterizacao fisico-quimica do leite cru refrigerado

Foram quantificadas densidade, percentuais de gordura, extrato seco
desengordurado e acidez titulavel conforme analises definidas pela IN68/2006
MAPA (Instrucdo Normativa n°68/2006 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento) (BRASIL, 2006).

4.2 Estudo do comportamento dos microrganismos psicrotroficos
produtores de enzimas proteoliticas

4.2.1 Curvas de crescimento

Os microrganismos psicrotréficos produtores de enzimas proteoliticas foram
avaliados quanto ao seu tempo de geracdo em duas diferentes temperaturas 7°+1°C
e 36°+1°C e em dois diferentes meios: Caldo infusdo de cérebro e coracao (BHI) e
em meio leite desnatado reconstituido a 10%.

As curvas de crescimento a 36°+1°C teve suas contagens aferidas 1, 2, 4, 6,
10, 14, 20 e 26 horas ap0s a inoculagdo. Ja as curvas a 7°£1°C teve suas contagens
aferidas 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 192 horas ap0s a inoculacdo. Todas as

analises foram feitas em triplicata.

4.2.2 Atividade enzimatica em leite desnatado reconstituido a 10%

contaminado com os microrganismos psicrotréficos proteoliticos isolados

Os microrganismos psicrotroficos proteoliticos isolados foram cultivados em
caldo BHI por sete dias a 7°+1°C. ApGs este periodo, foi transferido 1 mL deste
caldo para 99 mL de leite desnatado reconstituido a 10% (segundo a curva de
crescimento as concentracfes destes microrganismos seriam superiores a 10°
UFC/mL no leite desnatado) e acondicionado a 7°+1°C por 72 horas. Em seguida, foi

submetido a pasteurizacdo lenta, sendo coletadas amostras para mensuragcdo da
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atividade enzimética a medida que o leite foi aquecendo. Foram quantificadas as
atividades enzimaticas nas temperaturas de 10°, 20°, 30°, 40°, 50°, 60°, 65°C e
durante os 10, 20 e 30 min de manutencdo na temperatura de 65°C. Todas as
andlises foram feitas em duplicata.

A determinagdo da atividade das enzimas proteoliticas foi realizada pelo
método de hidrdlise da gelatina soltvel. Aliquotas de 100 pL de leite contaminado
foram diluidas em 100 pL de tampéo acetato de amoénio 3,24 M a pH 5,5. Adicionou-
se 10 pL de cisteina (Exodo cientifica®) 0,1 M e apds 5 min a reacdo foi iniciada
pela adicdo de 300 pL de solugdo 10 mg/mL de gelatina (Exodo cientifica®). A
mistura foi incubada por 60 min a 37°+1°C e apdés foi adicionado 660 pL de
isopropanol (Exodo cientifica®) e os tubos foram incubados por 15 min em banho de
gelo. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 10.000 g e os sobrenadantes
resultantes removidos com auxilio de uma pipeta Pasteur. A absorbancia foi
determinada pelo espectofotométro a 280 nm. O espectofotdbmetro foi calibrado
utilizando-se uma solucéo idéntica a da analise de atividade enzimatica, porém esta
solucéo nao foi incubada a 37°+1°C, impedindo a degradacéo provocada na gelatina
pelas enzimas presentes no leite (NORNBERG, TONDO e BRANDELLI, 2009).

e \
Leite desnatado

‘ reconstituido a
L 10% J
‘ BHI

Microrganismos isolados Curvas de crescimento

Leite contaminado com os
microrganismos isolados

U

Incubacdo a 7°C por 72 horas

l Aquecimento do leite: 10°C, Quantificacdo da atividade
3 f: 40°C, 50°C, 60 C o enzimatica em cada um
Pasteurizacdo lenta 65°C. Apds manutencao destes pontos de
nesta temperatura por 10, 20 aquecimento do leite
e 30 min

Figura 2: Fluxograma da avaliacdo das taxas de crescimento dos microrganismos
produtores de enzimas proteoliticas e a atividade enzimatica em leites com eles
contaminados durante a pasteurizagao lenta
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4.3 Producao dos derivados de leite

Os derivados foram produzidos em duplicata e realizadas trés repetices por
microrganismo psicrotrofico proteolitico inoculado. O resumo das atividades
executadas nesta etapa é apresentado na figura 3.

4.3.1 Preparacao da matéria-prima para producao dos derivados

Os microrganismos psicrotréficos proteoliticos isolados foram cultivados
individualmente em tubos de ensaio contendo 20 mL de caldo BHI, a temperatura de
7°£1°C por sete dias (de acordo com a curva de crescimento, apdés uma semana,
todos 0s microrganismos atingem concentracdes superiores a 10° UFC/mL). Apés 0s
sete dias, 1 mL de cada tubo foi transferido para um Béquer contendo 1 litro de leite
pasteurizado tipo B, sendo a concentracao final de cada um destes microrganismos
de aproximadamente 10° UFC/mL de leite pasteurizado. Como controle negativo (ou
ndo inoculado) um mL de caldo BHI estéril foi adicionado a 1 litro de leite
pasteurizado. Cada repeticdo continha 14 béqueres com 1 litro de leite pasteurizado,
sendo quatro deles contaminados com cada um dos microrganismos isolados e dois
controles negativos. A seguir, foram divididos em dois grupos iguais, sendo que sete
béqueres foram armazenadas por 48 horas a 7°+1°C e as outros sete por 72 horas a
7°£1°C. Os leites eram, necessariamente, do mesmo lote e, consequentemente,

tinham o mesmo prazo de validade.
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Tratamento térmico: Aquecimento a 85°C, mantido nesta temperatura por 15 min e resfriado a 42°C imediatamente.

Figura 3: Fluxograma da preparacdo da matéria-prima para producdo de queijo
fresco sem sal e iogurte natural a partir de leite intencionalmente contaminados com
microrganismos psicrotroficos proteoliticos

4.3.2 Producéo do queijo fresco sem sal

A figura 4 mostra o fluxograma da producao do queijo fresco sem sal.

Apés o armazenamento a 7°t£1°C por 48 ou 72 horas, o leite contaminado
com 0s microrganismos psicrotroficos proteoliticos isolados foi pasteurizado
(pasteurizacdo lenta, aquecimento a 65°C, manutencédo nesta temperatura por 30
min e resfriamento rapido a 5°C). Em seguida foi aquecido a 38°C e adicionado 1 mL
de cloreto de calcio a 20% (EMSURE®). Apds a homogeneizacéao foi adicionado 5
mL de quimosina (Ha&-la®) diluido em &gua estéril na propor¢cédo de 1/10 (conforme
indicado no roétulo do produto) e a mistura foi deixada em banho-maria a 38°+1°C por
40 min. Em seguida a massa resultante da coagulacdo do leite foi cortada e agitada
por 10 min para promover a separac¢do do soro. O conteudo foi vertido em uma
forma para queijos estéril e deixado em repouso por 30 min, quando foi realizada a

viragem. ApoOs outros 30 min o queijo fresco resultante foi acondicionado em
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recipientes plasticos estéreis e armazenado em refrigeracdo a 4°+1°C por dez dias.
N&o foi realizada a salga do produto para evitar que os teores de sal interferissem no

rendimento final do queijo fresco produzido.

4.3.3 Producéo de iogurte natural

A figura 4 mostra o fluxograma da producéo do iogurte natural.

Apo6s o armazenamento a 7°+1°C por 48 ou 72 horas, o leite contaminado
com o0s microrganismos psicrotréficos proteoliticos isolados foi tratado termicamente
a fim de desnaturar as proteinas do soro (85°C, mantido nesta temperatura por 15
min e resfriado a 43°+1°C imediatamente). Ao atingir a temperatura de 43°+1°C foi
adicionado 1 grama de fermento para producdo de iogurtes (Docina® fermentacéo
rapida contendo os microrganismos S. salivarius Thermophilus e L. delbrueckii
Bulgaricus) por litro de leite, conforme indicado pelo fabricante do produto. Apos
breve homogeneizacdo, a mistura foi dividida em duas aliquotas iguais,
acondicionadas em dois novos recipientes e incubada a 43°+1°C por 4h. O iogurte
foi resfriado a 4°+1°C por 24 horas e por 30 dias, sendo avaliado quanto as suas

caracteristicas fisico-quimicas nestes dois momentos (LEE e LUCEY, 2010).
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Figura 4: Fluxogramas de producao do queijo fresco sem sal e iogurte natural
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4.3.4 Quantificacdo de microrganismos psicrotroficos e quantificacdo de

enzimas proteoliticas

As quantificagbes de microrganismos psicrotroficos e das atividades
enzimaticas do leite utilizado como matéria prima para a produgdo dos queijos
frescos sem sal e iogurtes naturais foram realizadas em duplicata e em dois
momentos: NO tempo zero, ou seja, na preparacdo da matéria-prima para a
producédo dos derivados e nos tempos 48 ou 72 horas, que correspondem ao fim do
tempo de armazenamento seguido do tratamento térmico (no caso dos queijos,
pasteurizacdo lenta; no caso dos iogurtes tratamento térmico a 85°C).

Para a contagem de microrganismos psicrotroficos foram feitas diluicbes
decimais e inoculados 100 pL em Agar de Contagem Padrdo (PCA) e as placas
foram acondicionadas a 7°+1°C por 10 dias. As contagens foram feitas em duplicata.

A determinacdo da atividade das enzimas proteoliticas foi realizada pelo
método de hidrélise da gelatina solivel (NORNBERG, TONDO e BRANDELLI,
20009).

4.3.5 Analises fisico-quimicas dos queijos frescos sem sal e iogurte

natural produzidos

As analises fisico-quimicas foram realizadas em duplicata conforme
estabelecido na IN 68/2006 MAPA. Foram analisados os percentuais de gordura,
umidade, proteina e acidez titulavel nos queijos frescos sem sal produzidos. Os
iogurtes foram avaliados quanto aos seus percentuais de gordura e proteina e
acidez titulavel (BRASIL, 2006).

4.4 Andlise estatistica

Os resultados meédios das contagens de microrganismos psicrotroficos e das
guantificacdes da atividade enzimaticas em leite utilizado como matéria-prima para a
producdo de queijos frescos sem sal e iogurtes naturais foram testados pela
correlagao de Pearson.

As médias das contagens de microrganismos psicrotroficos e das

guantificacdes da atividade enzimaticas foram comparadas por ANOVA, avaliando-
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se suas diferencas de acordo com o microrganismo inoculado e os diferentes
tempos de armazenamento.

As médias dos resultados das caracteristicas fisico-quimicas dos queijos
frescos sem sal produzidos com leite contaminado com 0s microrganismos
psicrotréficos proteoliticos isolados e armazenados por 48 e 72 horas a temperatura
de 7°x1°C, foram analisados por ANOVA avaliando-se as diferencas entre os
microrganismos inoculados e os tempos de armazenamento nos teores de gordura,
proteina e umidade, na acidez titulavel e no rendimento.

Os iogurtes naturais produzidos com leite contaminado com o0s
microrganismos psicrotroficos proteoliticos isolados e armazenados por 48 e 72
horas a temperatura de 7°+1°C foram avaliados quanto as diferencas entre o0s
microrganismos inoculados e os tempos de armazenamento nos teores de gordura,
proteina e acidez. Também foram comparados os resultados médios obtidos nas
analises realizadas no dia 0 e 30 dias ap0s a producao do iogurte.

Para diferencas significativas (p < 0,05), o teste de Tukey foi aplicado para

identificar grupos com médias homogéneas.
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5 RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 Analises microbiologicas e fisico-quimicas do leite cru
refrigerado utilizado para o isolamento de microrganismos produtores de

enzimas liticas

As meédias dos resultados das analises microbioldgicas e fisico-quimicas

sdo apresentadas nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Médias dos resultados das analises microbiolégicas do leite cru refrigerado

coletado uma unidade produtora localizada no municipio de Porto Alegre/RS

Bactérias Leveduras

Mesoéfilas totais  Psicrotréficas totais Mesofilas totais Psicrotroficas totais

Amostra | ,410UFC/mL)  (Log10 UFC/mL)  (Log10 UFC/mL) (Log10 UFC/mL)
1 5,23 + 0,27 5,29 + 0,29 2,83 0,58 2,38+ 0,50

2 6,45 + 0,32 5,29 + 0,17 N.C N.C
Média 5,74 + 1,80 5,29 + 0,34 2,83 0,58 2,38+ 0,50

N.C — N&o apresentou contagens
Amostras coletadas em novembro/2015 e dezembro/2015

As contagens de mesdfilos totais apresentaram média de 5,74 (Logl0
UFC) por mL de leite. A Instrugcdo Normativa n° 62 de 2011 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabelece contagens maximas de mesofilos
totais de 5,48 (Log10 UFC) por mL de leite cru refrigerado, o que torna a média das
contagens superior ao valor legalmente estabelecido. As médias das contagens de
psicrotréficos totais foram 5,29 (Logl0 UFC)/ mL e as médias das contagens de
leveduras mesofilas e psicrotroficas foram respectivamente, 2,83 e 2,38 (Logl0
UFC)/mL de leite cru refrigerado. Nao existem valores legalmente estabelecidos para
as contagens de psicrotréficos totais, bolores e leveduras em leite cru refrigerado.

Os valores médios das contagens de mesdfilos totais, psicrotroficos totais
e leveduras sdo semelhantes aos obtidos em estudos anteriores realizados em leite
cru refrigerado produzido no Estado do Rio Grande do Sul. Porém, as contagens de
mesofilos, psicrotroficos e leveduras podem variar de acordo com a regido onde o
leite cru refrigerado é produzido, o tipo de ordenha realizado, o estado sanitario do
rebanho, manejo dos animais e higienizacdo dos utensilios utilizados na ordenha,
etc. (SANTANA et al, 2001; MORAES et al.,, 2005; NERO et al., 2005; PINTO,



32

MARTINS e VANETTI, 2006; ARCURI et al, 2008; BORGES et al., 2009; BRASIL,
2011; SILVEIRA e BERTAGNOLLI, 2014; VARGAS et.al, 2014; RECHE et al, 2015).

A contagem de mesadfilos totais, apesar de ndo ser uma analise rotineira
na industria, pode servir como um indicativo da qualidade do leite cru. Contagens
elevadas de microrganismos mesdfilos podem estar relacionadas a ambientes e
utensilios de ordenha mal higienizados, assim como estocagem do leite em
temperaturas elevadas (SANTANA et al., 2001; SILVA et al., 2011).

Tabela 2: Médias dos resultados das analises fisico-quimicas do leite cru refrigerado

coletado em uma unidade produtora localizada no municipio de Porto Alegre/RS

Amostra %Gordura %Ext{gitglseco Deniiscj)?:de a (g?f(i)g?nZL)
1 3,00 £ 0,00 10,86 £ 0,00 1028,20 £ 0,00 0,141 + 0,007
2 3,23 +0,08 11,23 +£0,10 1029,20 £ 0,00 0,149 + 0,015
Média 3,12 +£0,30 11,13+ 0,66 1028,70 £ 1,22 0,145 + 0,019

* Amostras coletadas em novembro/2015 e dezembro/2015

Os resultados das analises fisico-quimicas apontam que as amostras de
leite cru refrigerado se enquadraram dentro dos parametros estabelecidos pela
legislacao brasileira, com excecéo do extrato seco total, que se apresentou abaixo
dos minimos 12,4%. Os percentuais de gordura apresentaram 0s minimos 3%
exigidos, enquanto a densidade e acidez titulavel se encontraram dentro da faixa
legalmente estabelecida (BRASIL, 2011).

O percentual de extrato seco total é obtido pela soma de todos os
componentes solidos do leite. Alteracdes neste parametro fisico-quimico podem
estar relacionadas a problemas metabdlicos do rebanho. Esses problemas
metabdlicos incluem a acidose, que pode estar associada ao déficit hidrico e ao
aumento da temperatura relacionado ao inicio do verdo (FONTANELLI, 2001). Além
disso, a adicdo fraudulenta de cloreto de sédio e sacarose podem aumentar 0s
teores de extrato seco total e a adicdo de agua pode reduzi-lo (BRASIL, 1983;
BRASIL, 2011; DIAS et al., 2016)

A qualidade do leite tem sido assunto recorrente nos ultimos anos. Alguns
pesquisadores tém demonstrado a qualidade do leite cru com base em parametros
microbioldgicos e fisico-quimicos, comparando-os com a legislacdo vigente. Esses

estudos tém como resultados ndo conformidades nos parametros do leite cru
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avaliados, independente da localizagdo onde foram realizadas as amostragens
(BORGES et al., 2009; VARGAS et.al, 2014; SILVEIRA e BERTAGNOLLI, 2014).

5.1.1 Isolamento de microrganismos psicrotroficos

Nove microrganismos foram isolados pela sua capacidade de se
multiplicar a 7°£1°C. A propor¢cao destes microrganismos na placa dos quais foram
isolados é apresentada na tabela 3.

Tabela 3: Proporcdo dos microrganismos na placa da qual foram isolados

Isolados Proporcéo na placa (%)
PA17125 9,40
PA26115A 1,40

MB9122 23,32
PA17124 7,22

PA17121 9,39

PA17122 13,60
PA26116 2,04
LPA26111 * 26,11
LPA26113 * 32,22

* Proporgao de leveduras em BDA

As capacidades destes microrganismos de se multiplicar nas
temperaturas de 7°x1°C, 25°t1°C e 37°t1°C foram testadas, e os resultados sao
apresentados na tabela 4.

Dos microrganismos isolados, somente o MB9122 foi capaz de se
multiplicar nas temperaturas de 7°+1°C, 25°+1°C e 37°t1°C. Os demais isolados
multiplicaram-se somente na temperatura de 7°+1°C.

A faixa de temperaturas nas quais os psicrotréficos podem se multiplicar é
ampla. Segundo Moyer e Morita (2007), as temperaturas maximas de multiplicacao
dos psicrotroficos ndo ultrapassam 40°C. Porém Junior et al. (2017) identificaram
diversos microrganismos psicrotréficos capazes de resistir a tratamentos térmicos
semelhantes a pasteurizacdo (SEEL, DERICHS e LIPSKI; 2016; TEIXEIRA et al.,
2016).
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Tabela 4: Resultados da avaliagdo dos crescimentos dos microrganismos

psicrotréficos isolados em diferentes temperaturas
Isolados 37+1°C 25°+1C 7°£1C

PA17125 - - +
PA26115A - - +
MB9122 + + +
PA17124 - - +
PA17121 - - +
PA17122 - - +
PA26116 - - +
LPA26111 - - +
LPA26113 - - +

5.1.2 Identificagdo dos microrganismos psicrotroficos

Os resultados dos testes bioquimicos séo apresentados na tabela 5 e os
resultados do MALDI TOF MS sé&o apresentados na tabela 6.

Foram realizadas oito tentativas de identificagdo dos microrganismos
isolados pelo sistema MALDI TOF MS, porém dos nove microrganismos isolados,
apenas trés foram identificados. Os microrganismos identificados ao nivel de género
foram o PA17125 e PA26115A, ambos classificados como pertencentes ao género
Pseudomonas sp. Ao nivel de espécie, foi identificado o MB9122 como Butiauxella
gavinae.

A identificacdo por MALDI TOF MS tem sido utilizada atualmente devido a
rapida resposta que ele proporciona. Este método se baseia na identificacdo dos
microrganismos pela comparacdo do seu perfil proteico com os perfis proteicos
contidos em um banco de dados. Sua desvantagem esta relacionada a auséncia de
alguns perfis proteicos no banco de dados, o que impede a identificacdo de todos os
microrganismos testados. Apesar disto, estudo realizado por Almuzara et al. (2015)
na identificacdo de bacilos Gram negativos ndo fermentadores obtiveram como
resultados percentuais superiores a 90% de compatibilidade entre as identificagbes
do MALDI TOP MS em relacdo ao sequenciamento (TAGG et al., 2015).
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Tabela 5: Resultados dos testes bioquimicos dos microrganismos pscrotroficos isolados

Isolado Gram Forma Crescimento Oxidase Oxidagdo Fermentacdo Produgdo Produgdo Moti- Litmus milk Provavel
Mac Conkey glicose glicose H2S Indol Lidade Lactose Grumos identificagdo
PA 17125 - Bacilo uniforme + + + - - - - - - Pseudomonas sp.
PA26115A - Bacilo uniforme + + + + - - - + + Vibrionaceae
MB9122 - Bacilo uniforme + - + + - - + + - Enterobacteriacea
PA17124 - Bacilo uniforme + - + - - - - - - N&o identificado
PA17121 - Bacilo uniforme - - - - - - - - - N&o identificado
PA17122 - Bacilo uniforme - - - - - - - - - Nao identificado
PA26116 - Bacilo uniforme - - - - - - - - - N&o identificado
LPA26111 L Leveduriforme - - + + - - - - - N&o identificado
LPA26113 L Leveduriforme - - + + - - - - - N&o identificado

* L = Levedura
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Tabela 6: Resultados da identificacdo por MALDI TOF MS dos microrganismos

pscrotroficos isolados

solado Identificacdo Escore Identificacdo

MALDI TOF MS MALDI TOF MS conforme escore
PA 17125 Pseudomonas synxantha 2,169 Pseudomonas sp.(PA17125)
PA26115A Pseudomonas lundensis 2,242 Pseudomonas sp.(PA26115A)
MB9122 Butiauxella gavinae 2,307 Butiauxella gavinae
PA17124 Pseudomonas taetrolens 1,912 N&o identificado
PA17121 N&o identificado <1,70 N&o identificado
PA17122 N&o identificado <1,70 Nao identificado
PA26116 Nao identificado <1,70 Nao identificado
LPA26111 Debaryomyces hansenii 1,981 N&o identificado
LPA26113 N&o identificado <1,70 N&o identificado

Estudos realizados por Vithanage et al. (2016) e von Neubeck et al.
(2015) identificaram espécies do género Pseudomonas sp. como umas das mais
prevalentes em leite cru refrigerado. Também tém sido relatados em outros produtos
de origem animal, principalmente os resfriados. A capacidade de alguns membros
deste género de formar biofilme pode ser um dos fatores facilitadores a sua
presenca nestes produtos (HANTSIS-ZACHAROV e HALPERN, 2007,
CREGENZAN-ALBERTI et al., 2014; DE ALMEIDA et al., 2014; PINHO et al., 2014;
CREGENZAN-ALBERTI et al., 2015; LIU et al., 2015; LO et al., 2015; MARTINS et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015; BEKKER et al., 2016; MACHADO et al. 2016;
MORALES et al., 2016; PEREIRA, 2016; WALTER et al., 2016).

Espécies do género Butiauxella sdo raramente estudadas e ha poucos
relatos na literatura, sendo que as principais fontes de isolamento destas bactérias
séo solo e secrecdes. De Baere et al. (2002) isolou B. gavinae de pacientes com
patologia de medula espinhal e bexiga. Relatos em alimentos sao escassos.
Espécies do género Butiauxella sp. foram isoladas de leite pasteurizado, j4 a B.
gavinae foi identificada em carnes resfriadas (DWORKIN, 2006; HE et al., 2009;
CANTONI E IBBA, 2013).

Os resultados da identificagdo proporcionada pelos testes bioquimicos
foram, em parte, incompativeis com os resultados obtidos por MALDI TOF MS. Por
isso, os isolados utilizados nas proximas etapas do trabalho foram nominados por

cbdigos e nao por sua espécie.
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5.1.3 Identificacdo de microrganismos psicrotroficos produtores de

enzimas liticas

A tabela 7 mostra os resultados dos testes com Agar TSA suplementado
com 5% de leite desnatado reconstituido a 10% (producéo de enzimas proteoliticas)
e Agar tributirina 1% (producéo de enzimas lipoliticas).

Quanto a capacidade de produzir enzimas proteoliticas, trés
microrganismos a apresentaram a 7°+1°C e somente um deles a 37°+1°C (Figura 5).
Os microrganismos produtores de enzimas proteoliticas a 7°+1°C foram o PA17125,
o PA 26115A e MB9122. Nenhum dos microrganismos isolados apresentou
capacidade de produzir enzimas lipoliticas nas temperaturas de 7°+1°C e 37°+1°C.

Estudo realizado por Baur et al (2015) identificou em leite cru refrigerado
cepas de espécies do género Pseudomonas sp. que produziam predominantemente
proteases, e tinham maior atividade enzimatica em temperaturas proximas a 7°+1°C,
0 que coincide com as temperaturas de resfriamento do leite. Von Neubeck et al.
(2015) demonstraram que aproximadamente 85% dos isolados pertencentes ao
género Pseudomonas sp. apresentaram capacidade de produzir enzimas liticas.
Também afirmam que os representantes do género Pseudomonas sp. tém tendéncia
a produzir enzimas proteoliticas isoladas ou em combinacdo com enzimas lipoliticas,

enguanto a producao de enzimas lipoliticas isoladamente é mais rara.

Tabela 7: Resultados dos testes de avaliacdo da producao de enzimas liticas

Lipolise Protedlise
Isolados 37°+1°C 7°+1°C 37°+1°C 7°+1°C
PA17125 - - - +
PA26115A - - - +
MB9122 - - + +
PA17124 - - - -
PA17121 - - - -
PA17122 - - - -
PA26116 - - - -
LPA26111 - - - -

LPA26113 - - - -
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5.2 Estudo do comportamento dos microrganismos psicrotréficos

produtores de enzimas proteoliticas

As taxas de crescimento dos microrganismos isolados PA17125,
PA26115A e MB9122 foram avaliadas a 7°+1°C com a intencdo de mimetizar as
condicBes de armazenamento na propriedade rural. Apesar da curva de crescimento
ser feita com o microrganismo isolado, o que ndo corresponde a condicdo na qual
ele se encontra no leite cru refrigerado, pode-se ter uma estimativa de sua taxa de

crescimento.

5.2.1 Curvas de crescimento

As curvas de crescimento a 7°+1°C do PA17125 e PA 26115A ea 7°t1° e
37°+1°C do MB9122 sao apresentadas nos gréaficos 1, 2, 3,4,5,6 e 7.

As curvas a 7°t1°C do PA17125, PA26115A e do MB9122 tiveram uma
fase inicial com menores taxas de crescimento que durou aproximadamente 12
horas. Nas 180 horas seguintes 0s microrganismos cresceram exponencialmente,
nao atingindo a fase estacionaria no periodo avaliado. O crescimento do PA17125
em 48 e 72h corresponde a aproximadamente quatro ciclos logaritmicos,
independente do meio em que foi avaliado. J& o PA26115A e a MB9122 cresceram
em 48 e 72h cerca de seis ciclos logaritmicos.

O crescimento a 37°t£1°C do MB9122 tem sua fase exponencial a partir
de duas horas ap6s o inicio da incubac¢do, mantendo-se nesta fase durante as 26
horas avaliadas. O crescimento dos microrganismos isolados foi muito semelhante

nos dois diferentes meios testados.
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Gréafico 1: Curva de crescimento a 7°+1°C do isolado PA17125 em caldo BHI
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Gréafico 2: Curva de crescimento a 7°+1°C do isolado PA17125 em leite desnatado

reconstituido a 10%
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Gréafico 3: Curva de crescimento a 7°+1°C do isolado PA26115A em caldo BHI
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Grafico 4: Curva de crescimento a 7°+1°C do isolado PA26115A em leite desnatado

reconstituido a 10%
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* Ap0s 168 horas de incubagéo o leite desnatado esterilizado coagulou, impedindo a continuidade do teste devido a formag&o
de coagulos. Os coagulos obstruiram as ponteiras com as quais as amostras eram quantificadas.
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Gréafico 5: Curva de crescimento a 7°+1°C do isolado MB9122 em caldo BHI
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Grafico 6: Curva de crescimento a 7°+1°C do isolado MB9122 em leite desnatado
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Gréfico 7: Curva de crescimento a 37°+1°C do isolado MB9122 em caldo
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* A curva de crescimento a 37°+1°C em leite desnatado reconstituido a 10% n&o pode ser realizada pois apds seis horas de
incubagdo a 37°C o leite desnatado coagulava, impedindo a continuidade do teste devido a formagdo de coagulos. Os
coagulos obstruiram as ponteiras com as quais as amostras eram quantificadas.

Estudo realizado por Stoeckel et al. (2016) avaliou as fases do
crescimento a 6°C de cepas de espécies do género Pseudomonas sp., observando
gue elas atingiam a fase estacionaria dentro de 3-4 dias, porém suas fases de
adaptacdo eram variadas. Dos Santos et al. (2010) obtiveram como resultados
taxas de crescimento semelhantes para a Pseudomonas fluorescens, porém com
indculos iniciais maiores.

Os microrganismos psicrotroficos quando submetidos a temperaturas
proximas a 7°t1°C apresentam fases de adaptacdo mais longas quando
comparadas a dos mesofilos em temperaturas superiores a 30°+1°C. Tal fato foi
determinante na definicAo dos tempos de refrigeracdo maximos permitidos pela
legislacdo, onde séo permitidas 48h de armazenamento do leite cru na propriedade
rural em temperaturas de 4°C em tanques de expansdo e 7°C em tanques de
imersdo Apos 48h, o leite deve ser processado (BRASIL, 2011).

Espécies do género Pseudomonas sp. apresentam-se mais ativas

enzimaticamente em temperaturas semelhantes as do armazenamento do leite cru.
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Entretanto, como o inicio da producdo de enzimas provavelmente se da ao final da
fase exponencial e inicio da fase estacionaria (cerca de 3-4 dias de tempo de
armazenamento), as 48 horas de armazenamento ndo seriam suficientes para iniciar
a producao de enzimas e, consequentemente, iniciar os efeitos espoliativos por elas
acarretados (STOECKEL et al.,, 2016). No entanto, contagens superiores a 10°
UFC/mL seriam suficientes para iniciar a producdo de enzimas pelos
microrganismos psicrotréficos, ou seja, contaminacdes iniciais elevadas podem
antecipar o inicio da producdo de enzimas e, consequentemente, a espoliacdo do
leite cru refrigerado e dos derivados com ele produzidos (PINTO, MARTINS e
VANETTI; 2006; NORNBERG, TONDO e BRANDELLI, 2009; BRASIL, 2011; TEH et
al., 2014; BAUR et al., 2015; RECHE et al., 2015).

Apos 168 horas de crescimento do PA26115A em meio leite desnatado
reconstituido a 10%, este coagulou impedindo a continuidade do teste. Por isso, foi
aferida a acidez titulavel com intuito de verificar as causas de tal coagulacdo. Os

resultados séo apresentados na figura 6.
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Figura 5: Média da acidez titulavel aferida no leite desnatado reconstituido a 10%
contaminado com os isolados PA17125, PA26115A e MB9122 no final da curva de
crescimento a 7°+1°C

A acidez titulavel do leite desnatado reconstituido a 10% contaminado
com o isolado PA26115A apresentou, apds 168 horas incubacédo a 7°+1°C, média de

0,703 g de acido latico/100mL, enquanto o que nao foi contaminado com o0s
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microrganismos proteoliticos (controle negativo), apresentou apenas 0,161 g de
acido latico/100mL. Nos leites desnatados reconstituido a 10% contendo o isolado
PA17125 e MB9122 os valores de acidez foram 0,221 e 0,303 g de é&cido
latico/100mL, respectivamente.

A identificagdo do MALDI TOF MS classificou o isolado PA26115A como
pertencente ao género Pseudomonas sp. Porém, a formacdo de acidos pela
fermentacdo da lactose durante a incubacdo a 7°+£1°C né&o é tipica deste género.
Este fato aliado aos resultados dos testes bioquimicos classificam este isolado como
pertencente a familia Vibrionaceae, provavelmente pertencente ao género
Aeromonas sp., sendo que estes microrganismos fazem parte da microbiota do leite
cru refrigerado (LAFARGE et al., 2004; MOORE et al., 2006; DALIE et al., 2010;
MACHADO et al., 2011; CIZEIKIENE et al., 2013; GEREZ et al., 2013; STELATTO et
al., 2016; VITHANAGE et al., 2016)

5.2.2 Atividade enzimética do leite desnatado reconstituido a 10%
contaminado com o isolado PA17125, PA26115A, MB9122 e controle (néo

inoculado) durante a pasteurizacao lenta

Os resultados das médias das quantificacdes das atividades enzimaticas
dos leites desnatados reconstituidos a 10% contaminados com o isolado PA17125,
PA26115A, MB9122 e controle (ndo inoculado) durante a pasteurizacdo lenta séo

apresentados no grafico 8, 9,10 e 11.

Grafico 8: Atividade enzimatica (U/mL) do leite contaminado com o isolado PA17125

durante a pasteurizacao lenta
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Grafico 9: Atividade enzimética (U/mL) do leite contaminado com o isolado

PA26115A durante a pasteurizacao lenta
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Grafico 10: Atividade enzimatica (U/mL) do leite contaminado com o isolado MB9122

durante a pasteurizacao lenta
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Grafico 11: Atividade enzimatica (U/mL) do leite ndo inoculado (controle negativo)

durante a pasteurizacao lenta
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Antes de iniciar o aquecimento (temperatura de 10°C) as atividades
enzimaticas dos leites contaminados com isolado PA17125, PA26115A, MB9122 e
controle eram de 2,3; 1,6; 2,6 e 1,2 U/mL, respectivamente. Ao longo do
aquecimento, as atividades enzimaticas variaram. O leite contaminado com o
PA17125 apresentou 0 maximo de atividade enzimatica aos 40°C (4,6 U/mL). Ao
final do aquecimento a atividade enzimatica deste leite era de 1,1 U/mL. Ja o leite
contaminado com o PA26115A atingiu o0 maximo de atividade enzimatica a 65°C (3,4
U/mL) decaindo a 1,1 U/mL ao final do aquecimento. O leite contaminado com
MB9122 teve maximos de atividades enzimaticas a 30°C e 65°C, onde atingiu 5,6 e
4,3 U/mL, respectivamente. Porém, ao final do aquecimento a atividade enzimatica
baixou para 1,1 U/mL. O controle (leite ndo inoculado) apresentou um pico de
atividade enzimatica entre 50-60°C, o que ndo se repetiu nos leites contaminados.
Além disso, a atividade enzimética ao final do aquecimento do leite ndo inoculado
era superior a encontrada nos leites contaminados (2,5 U/mL).

Ao final do tratamento térmico, todas as amostras de leite (contaminados
com os isolados PA17125, PA26115A e MB9122 ou néo inoculado) apresentaram
atividades enzimaticas residuais, ou seja, as enzimas proteoliticas ndo foram
completamente inativadas pelo aquecimento.

Estudos anteriores também identificaram atividades de enzimas
proteoliticas residuais ap0s os tratamentos térmicos. De Oliveira Pinto et al. (2015)
observaram altas atividades proteoliticas residuais em meios contaminados com
bactérias Gram-negativas dos géneros Aeromonas, Burkholderia, Chryseomonas,
Pseudomonas e Serratia. Algumas estirpes produziram proteases termorresistentes
com atividade residual superior a 100%. Marchand et al. (2009) afirmaram que
muitas enzimas bacterianas sdo estaveis ao calor, permanecendo ativas apos o
tratamento térmico. O tratamento térmico, como a pasteurizacdo e o tratamento com
ultra-alta temperatura (UHT) ndo sdo suficientes para inativar algumas enzimas
bacterianas. Estudo realizado por Stoeckel et al. (2016), com cepas de espécies
pertencentes ao género Pseudomonas sp. que sabidamente produziam enzimas
termorresistentes, determinou que algumas delas resistiam a temperaturas
superiores a 100°C.

A medida da atividade enzimética pelo método de gelatina soluvel
(utilizado neste estudo) indica atividade de enzimas proteoliticas, que estéao

presentes no leite e a origem ndo € necessariamente microbiana, ja que o leite
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contém uma grande variedade de enzimas proteoliticas que podem ter origem na
propria glandula mamaria ou nas células sanguineas. Enzimas proprias do leite,
como a plasmina, podem ter sua atividade aumentada durante o tratamento térmico.
A pasteurizacdo pode aumentar os niveis de plasmina pela inativagédo térmica dos
inibidores da converséo de plasminogénio (zimogénio) em plasmina, aumentando os
niveis de atividade desta enzima no leite. Porém, a presenca de proteases de
origem microbiana pode modificar a molécula de caseina e demais proteinas do leite
reduzindo assim, a agcao da plasmina pela desconfiguracdo do seu sitio ativo
(ISMAEL e NIELSEN, 2010; RICHOUX et al., 2014; STOECKEL, 2016, BHATT et al.,
2017; ERSOZ et al., 2017).

5.3 Anélise microbioldgica e fisico-quimica dos derivados lacteos
(queijos frescos sem sal e iogurtes naturais) produzidos com leite
contaminado com os isolados PA17125, PA26115A e MB9122

5.3.1 Contagens de microrganismos psicrotroficos e atividade
enzimatica do leite contaminado com os isolados PA17125, PA26115A e
MB9122 utilizado para a producédo de queijos frescos sem sal e iogurtes

naturais

As médias das contagens de microrganismos psicrotréficos e das
atividades enzimaticas dos leites utilizados como matérias-primas para a producéo
dos queijos frescos sem sal e iogurtes naturais sdo apresentadas nas tabelas 8 e 9,
respectivamente.

As contagens de microrganismos psicrotréficos dos leites contaminados
com os isolados PA17125, PA26115A e MB9122 e o controle (leites utilizados como
matéria-prima para a producédo de queijos frescos sem sal e iogurtes naturais) foram
avaliados por correlacdo de Pearson com as suas respectivas atividades
enzimaticas nao apresentando correlacéo significativa entre si.

Estudo realizado por Nornberg, Tondo e Brandelli (2009) também nao
obteve correlagbes significativas entre as contagens de microrganismos

psicrotréficos e suas respectivas atividades enzimaticas nos leites crus refrigerados.
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Tabela 8: Médias dos resultados das contagens de microrganismos psicrotroficos e

das atividades enziméaticas dos leites utilizados como matéria-prima do queijo fresco

sem sal
Psicrotroéficos Atividade enziméatica (U/mL)
Microrganismo T.A Antes do Ap6s o Antes do Ap6s o Diferenca
Inoculado @ armazenamento armazenamento armazenamento armazenamento At.enzimatica
48 7,02+0,18%*  6,17+0,38%*  2,19+0,81"  0,68+0,18"  1,51+0,98™
PA17125 Ba Ba Aa Aa Aa
72 7,8620,41 7,02+0,35 1,90+0,39 0,93+0,84 0,97+0,83
48 8,10+1,09"  845+1,71"  152+4121"  1,20+0,43"  0,33+1,42™
PA26115A Aa Aa Aa Aa Aa
72 8,33+0,15 9,32+1,96 1,79+1,15 0,79+1,07 0,99+2,18
48 7,95+0,64"  8,59+0,40"  1,63+0,87"*  0,76x0,78"  0,87+1,65™
MB9122 Aa Aa Aa Aa Aa
72 8,54+0,82 9,42+1,93 2,06+0,83 0,92+0,99 1,14+0,33
Controle 48 6,10+0,49%*  6,20+0,78%*  1,61+0,44™  0,59+0,85™  1,02+1,29™
(ndo inoculado) 72 6,84+0,51%  6,52+0,66°%  1,82+0,10"®  0,72+0,95°  1,10+0,95™

Microrganismo inoculado em leite pasteurizado tipo B; (1) T. A= Tempo em horas de armazenamento do leite a 7°C; as
contagens e as atividades enzimaticas foram aferidas antes do armazenamento de 48h ou 72h a 7°+1°C e apds o periodo de
armazenamento seguido da pasteurizagéo lenta.

em relagéo ao tempo de incubagéo (P<0,05).

As contagens de microrganismos psicrotroficos dos leites utilizados na
producdo de queijos frescos sem sal foram significativamente maiores quando eles
foram inoculados com os isolados PA26115A e MB9122 tanto antes, quanto apds o
armazenamento por 48 e 72 horas seguido da pasteurizacdo. O tempo de
armazenamento nao influenciou nas contagens de microrganismos.

As contagens de microrganismos psicrotroficos dos leites utilizados para a
producdo de iogurtes naturais foram significativamente menores no leite n&o
inoculado (controle) nos dois diferentes tempos de armazenamento. As contagens
foram significativamente maiores nos leites contaminados com o isolado PA17125
independentemente do tempo de armazenamento.

ApoOs o tempo de armazenamento de 48 e 72 horas a 7°C, os isolados
PA17125, PA26115A e MB9122 inoculados nos leite utilizados na producgédo de
gueijos frescos sem sal se multiplicaram, assim como 0s demais microrganismos
psicrotréficos ja presentes no leite pasteurizado. Apesar de também se multiplicarem
nos leites utilizados para a producdo de iogurtes naturais, o tratamento térmico a
85°C e manutencédo desta temperatura por 15 min foi eficiente na eliminagcdo dos

microrganismos psicrotroéficos.
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Tabela 9: Médias dos resultados das contagens de microrganismos psicrotroficos e

das atividades enzimaticas dos leites utilizados como matéria-prima do iogurte

natural
Psicrotréficos Atividade enzimatica (U/mL)
Microrganismo T.A Antes do Apoés o Antes do Apés o Diferenca
inoculado @ armazenamento armazenamento armazenamento armazenamento At. Enzimética
48  7,90+0,48"° >1 0,56+0,04™  0,25+0,14"  0,31+0,11™
PA17125 Aa Aa Aa Aa
72 7,78+0,20 >1 0,74+0,36 0,13+0,15 0,61+0,24
48 7,17+0,17% >1 0,38+0,25"  0,82+1,05"  -0,44+0,57%
PA26115A Ba Aa Aa Aba
72 6,76+0,21 >1 0,30+0,25 0,32+0,27 -0,02+0,35
VB9122 48  7,00£0,43 % >1 0,58+0,57**  0,095:0,13"*  0,48+0,43"
72 6,52+0,2252 >1 0,62+0,47"  0,64+0,32"  -0,02+0,37"
Controle 48 4,360,054 >1 0,085+0,01%° 0,035+ 0,01"* 0,05+0,01"*
(néio inoculacio) 72 4,600,00° >1 0,295+0,02"*  0,035+0,01%°  0,26+0,01*

Microrganismo inoculado em leite pasteurizado tipo B; (1) T. A= Tempo em horas de armazenamento do leite a 7°C; as
contagens e as atividades enzimaticas foram aferidas antes do armazenamento de 48h ou 72h a 7°+1°C e apés o periodo de
armazenamento seguido do tratamento térmico a 85°C por 15 min.

A, B,...: Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05) em relacédo aos
microrganismos inoculados. a, b,...: Letras mintsculas diferentes nas colunas indicam diferencga estatistica pelo teste de Tukey
em relagdo ao tempo de incubacao (P<0,05).

Os leites pasteurizados utilizados como meios para a inoculacdo dos

microrganismos isolados ndo eram estéreis, jA possuindo microrganismos
psicrotréficos em sua microbiota (conforme pode ser observado na tabela 8 e 9, no
subitem controle ndo inoculado). A pasteurizacdo lenta deve eliminar 95% dos
microrganismos presentes, sendo sabidamente mais eficiente na eliminagdo deste
tipo de microrganismo. Porém, existe uma populacdo de microrganismos
psicrotréficos que provavelmente resistiu ao tratamento térmico realizado e se
multiplicou ao longo dos dias na cadeia do frio (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS;
2006; BELOTI et al., 2015; JUNIOR et al., 2017).

Em relacdo as atividades enzimaticas do leite utilizado para a producao
de queijo fresco sem sal, elas ndo apresentaram diferencas significativas ao se
comparar os diferentes microrganismos inoculados e tempos de armazenamento. A
diferenca entre as atividades enziméticas (D.A.E) também ndo apresentou
diferencas significativas entre os diferentes microrganismos inoculados e tempos de
armazenamento, o0 que ser indicativo que a pasteurizagdo lenta teve efeitos
semelhantes nas enzimas proteoliticas dos diferentes leites contaminados.

Ja as atividades enzimaticas dos leites utilizados para a producdo dos

iogurtes naturais foram significativamente menores nos leites controles nos tempos
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de armazenamento de 48 horas, antes do tratamento térmico. Apds o tratamento
térmico foi significativamente menor nos controle (ndo inoculados) nos tempos de
armazenamento de 72 horas. A D.A.E do leite utilizado para a producédo dos iogurtes
naturais foram significativamente maiores nos leites contaminados com o isolado
PA17125, independente do tempo de armazenamento e MB9122 em leites
armazenados por 48 horas. Além disso, a D.A.E foram significativamente menores
nos leites contaminados com PA26115A com tempos de armazenamento de 48
horas.

Nos leites utilizados tanto para a producdo de queijos frescos sem sal
guanto de iogurtes naturais foram detectadas atividades enziméaticas residuais ao
final do tratamento térmico, ou seja, ap0s 0 aguecimento algumas enzimas
proteoliticas ainda permaneceram ativas. Isso pode ter um efeito prejudicial nos
produtos lacteos durante o armazenamento prolongado. A atividade destas enzimas
pode afetar as caracteristicas do produto acabado, causando defeitos na

funcionalidade e propriedades sensoriais (STOECKEL et al. 2016).

5.3.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos queijos frescos sem sal
produzidos com leites intencionalmente contaminados com o0s isolados
PA17125, PA26115A e MB9122

Os resultados das analises fisico-quimicas e de rendimentos dos queijos
frescos sem sal produzidos sé&o apresentados na tabela 10.

Ao serem comparadas as médias dos valores obtidos para caracteristicas
fisico-quimicas e o rendimento dos queijos produzidos com leites contaminados com
os isolados PA17125, PA26115A, MB9122 e controles (n&o inoculados), ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre eles. Em relagdo ao periodo de
armazenamento as médias do rendimento e percentual de umidade apresentaram
diferencas significativas, sendo o rendimento maior nos queijos produzidos com
leites armazenados por 48 horas. As meédias dos percentuais de umidade
apresentaram-se superiores nos queijos produzidos com leite armazenado por 72
horas. Os teores de proteina, os teores de gordura e a acidez titulavel nao
apresentaram diferencas estatisticas ao se avaliar os diferentes tempos de

armazenamento.
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Tabela 10: Médias dos resultados das analises fisico-quimicas dos queijos frescos

sem sal produzidos

Mi?;g;%?géimo T(l)A %Gordura %Proteina %Umidade © aﬁ.(l:;(tj/elZOOg) Rendimento
48 13,31+0,92"*  14,64+0,63"* 62,87+3,44"* 0,077+0,008"*  3,46+0,11°°
PA17125
72 11,14+1,66"*  13,85+1,40"  64,70+4,60"°  0,073+0,006"  4,00+0,05"°
48 13,92+0,76"*  14,92+1,97"*  63,94+2,47"*  0,097+0,043"*  3,96+0,68"*
PA26115A
72  14,16x0,40"*  15,34+1,55"  67,05+0,16"°  0,04+0,008"*  4,62+0,22"°
48 13,83+0,81"*  14,4+3,25"*  63,65+1,38"*  0,086+0,025"*  4,01+1,16"®
MB9122
72  13,59+0,00°*  14,99+3,26"  70,25+4,28"°  0,075+0,035"®  4,44+0,35""
Controle (nao 48 12,70:0,61"*  13,97:0,89"*  64,07+3,66"*  0,11+0,097**  3,7620,80"
inoculad
noculado) ) 140741,50"  1445:0,36™  6578:1,12%  0,08:0,024%  4,03£0,22"

Microrganismo inoculado em leite pasteurizado tipo B; (1) T. A= Tempo em horas de armazenamento do leite a 7°+1°C.

microrganismos inoculados. a, b,...: Letras minasculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey
em relagdo ao tempo de incubacao (P<0,05).

O rendimento foi significativamente menor nos queijos produzidos com
leite armazenado por 72 horas a 7°t£1°C. Estudo realizado por Cardoso (2006)
relacionou menores rendimentos na producdo de queijo Minas Frescal a maiores
contagens de microrganismos psicrotroéficos.

Os maiores teores de umidade e menores rendimentos nas 72 horas de
armazenamento do leite indicam que maiores periodos de refrigeracdo na unidade
produtora de leite podem gerar prejuizos aos laticinios. Isso acontece porque sao
necessarios maiores volumes de leite para produzir um quilo de gueijo (rendimento)
e mais agua é retida na trama de caseina (coagulo), podendo reduzir os sdlidos e
por consequéncia, o valor nutricional. Maiores periodos de armazenamento em
baixas temperaturas permitem que 0s microrganismos psicrotroficos aumentem suas
populacdes e atinjam o final das fases de crescimento exponencial ou estacionaria o
gue iniciaria a producdo de enzimas (FOX et al., 2000; WALSTRA, WOUTERS e
GEURTS; 2006).

Os menores rendimentos observados nos queijos produzidos com leites
armazenados por 72 horas a 7°x£1°C podem estar relacionados a perdas no corte e
enforme do coagulo pela formacdo de coagulos mais fracos. Menores firmezas

relacionadas a formacéo de coagulos frageis podem ser atribuidas a protedlise da
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caseina por enzimas de origem microbiana, o que faz com que a repulsdo
eletrostatica das micelas ndo seja suficientemente diminuida, ndo formando
coagulos firmes (CARDOSO, 2006; WALSTRA, WOUTERS e GEURTS; 2006).

A atividade residual das enzimas proteoliticas, mesmo apds a
pasteurizagdo ndo pode ser confirmada, pois o0s teores de proteina néo
apresentaram diferenca significativa. Este fato pode ser explicado pelo método de
obtencéo dos percentuais de proteina na amostra de queijo fresco sem sal, que se
baseia na transformacéo do nitrogénio da amostra em sulfato de amoénio através da
digestdo com acido sulfurico e posterior destilagdo com liberagdo da amonia, que é
fixada em solucéo acida titulada. Os resultados podem ser expressos em percentual
de proteinas, multiplicando-se a porcentagem do nitrogénio total por fator especifico.
A fragmentacdo em peptideos menores ndo pode ser detectada por este método, ja
que este método detecta o residuo da degradacgdo das proteinas, o nitrogénio. Este
método foi utilizado por ser considerado método “ouro” na determinagao dos teores
de proteina (BRASIL, 2006).

5.3.3 Caracteristicas fisico-quimicas dos iogurtes naturais
produzidos com leites intencionalmente contaminados com o0s isolados
PA17125, PA26115A e MB9122

Os resultados das andlises fisico-quimicas dos iogurtes naturais sdo
apresentados na tabela 11.

As médias dos resultados das andlises dos percentuais de gordura no dia
0 foram significativamente maiores nos iogurtes produzidos com leites néo
contaminados, tanto quando armazenados 7°+1°C por 48 quanto por 72 horas. Ja 0s
percentuais de gordura no dia 30 ndo foram significativamente diferentes. A
diferenca entre os teores de gordura do dia O em relacdo ao dia 30 foi significativa
somente nos iogurtes controles, onde houve uma reducdo nos percentuais de
gordura no dia 30, independente do tempo de armazenamento do leite utilizado

como matéria-prima.



Tabela 11: Média dos resultados das analises fisico-quimicas realizadas nos dias 0 e 30 ap6s a producéo dos iogurtes naturais

Microrg. % Gordura % Proteina Acidez titulavel (g ac. latico/L)
inoculado (dia0) (dia30) G0 -G30 (dia 0) (dia30) PO —P30 (dia 0) (dia 30) A0 -A30
48 3,02+0,11"* 3,02+0,11*® 0,00+0,00"* 2,79+0,34"* 2,68+0,34™® 0,12+0,15"* 6,66+0,81"* 6,65+0,33"* 0,01+0,80"*
PA17125
Aa Aa Aa Aa Aa Aa Ab Aa Ab
72 3,40+0,19"* 3,52+0,11"* -0,12+0,13"* 2,93+0,21"* 2,82+0,17** 0,12+0,09"* 8,01+0,05"° 6,75+0,08"* 1,26+0,08
Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa
48 3,15+0,31"% 3,18+0,42"® -0,03+0,20" 2,77+0,32"* 2,71+0,29"® 0,06+0,03"* 6,42+1,22** 6,69+0,08"* -0,27+0,86
PA26115A
72 3,48+0,04"® 3,35+0,19" 0,13+0,17°% 2,85+0,13"® 2,77+0,22"* 0,08+0,21°* 7,35+0,95"" 6,99+0,46"* 0,36+0,49""
48 3,05+0,07"* 3,18+0,20™ -0,13+0,19"* 2,83+0,27"* 2,81+0,12** 0,03+0,16"* 6,72+0,60™* 6,92+0,14"* -0,20+0,48"*
MB9122
Aa Aa Aa Aa Aa Aa Ab Aa Ab
72 3,53+0,45"® 3,50+0,14"* 0,03+0,42 2,80+0,08"* 2,80+0,37"® 0,003+0,24™* 7,68+0,12"° 7,16+0,23"* 0,52+0,16
Controle 48 3,30+0,42%* 3,15+0,07** 0,15+0,01%* 3,06+0,00%* 2,99+0,00%% 0,07+0,00"* 6,52+0,00"* 7,12+0,00"* -0,60+0,00"*
(ndoinoculado) 72  3,85+0,07%* 3,55+0,07"® 0,30+0,01%* 2,93+0,00** 2,35+0,00%° 0,58+0,00%% 7,02+0,28"° 7,12+0,00** -0,10+0,00"°

53

Microrganismo inoculado em leite pasteurizado tipo B; TA= Tempo de armazenamento em horas; Diferenga GO-G30= Percentual de gordura no dia seguinte a produ¢do menos percentual de
gordura 30 dias apds a producao; Diferenca PO-P30= Percentual de proteina no dia seguinte a producdo menos percentual de proteina 30 dias apds a producéo; Diferenca A0-A30= Acidez titulavel
(g de &cido latico/1L) no dia seguinte a produgdo menos acidez titulavel 30 dias ap6s a produgao.

colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey em relagédo ao tempo de incubagéo (P<0,05).
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Quanto as meédias dos resultados das analises dos percentuais de
proteina, no dia 0 foram significativamente maiores nos iogurtes produzidos com
leites ndo contaminados, tanto quando armazenados 7°+1°C por 48 quanto por 72
horas. J& os percentuais de proteina no dia 30 foram significativamente maiores
gquando produzidos com leite armazenados por 48 horas a 7°t1°C e
significativamente menores nos produzidos com leites armazenados por 72 horas. A
diferenca entre os teores de proteina foram significativamente maiores somente em
iogurtes produzidos com leites armazenados por 72 horas, apesar da tendéncia de
reducdo nos teores de proteina também ocorrer nos iogurtes produzidos com leites
armazenados por 48 horas.

Os resultados médios da acidez titulavel dos iogurtes naturais diferiram
significativamente, sendo maiores em iogurtes produzidos com leites armazenados
por 72 horas quando avaliados no dia 0. Este fato ndo se repetiu no dia 30, apesar
da acidez titulavel ser maior nos iogurtes produzidos com leites armazenados por 72
horas, as diferencas ndo foram significativas. A diferenca entre a acidez titulavel do
dia 0 em relacdo ao dia 30 apresentou-se significativamente maior em iogurtes
produzidos com leites armazenados por 72 horas.

Maior acidez nos iogurtes produzidos com leites armazenados por 72
horas a 7°+1°C pode estar relacionada ao aumento da fermentacdo da lactose por
bactérias acido-laticas psicrotroficas, que permanecem por mais tempo atuando
antes da pasteurizacao do leite. Mesmo apés 30 dias, com a reducédo do numero de
microrganismos relacionada ao tratamento térmico, ainda ocorre aumento da
concentracdo de &cido latico que pode estar associada a sobrevivéncia das
bactérias acido-laticas a pasteurizacao (LEE e LUCEY, 2010; JUNIOR et al., 2017).

As caracteristicas fisico-quimicas dos queijos frescos sem sal produzidos

com leite contaminado com os isolados PA17125, PA26115A , MB9122 e
armazenado por 48 horas a 7°t1°C, ndo se apresentaram diferentes dos queijos
produzidos com leite ndo contaminado. Isso indica que, apesar de se encontrarem
em grandes concentracdes nos leites contaminados, estes microrganismos
podem ndo ter sido capazes de produzir enzimas proteoliticas ou suas enzimas
por eles produzidas foram destruidas pelos tratamentos térmicos. Além disso, as
enzimas podem ndo ter fungcdo na degradacdo da caseina, ndo afetando a
formacé&o do coagulo.

Os queijos frescos sem sal produzidos com leites refrigerados a 7°+1°C



55

por 72 horas apresentam menor rendimento que 0s queijos produzidos com leites
refrigerados a 7°£1°C por 48 horas. Além disso, a maior umidade presente nos
queijos produzidos com leite refrigerado a 7°+1°C por 72 horas também é
indicativo de queda na sua qualidade. Apesar de néo se confirmar as diminui¢cdes
nos teores de proteinas, perdas de particulas dos coagulos relacionados a sua
ma formacdo podem ser atribuidas ao aumento dos microrganismos
psicrotroficos, o que reduz o rendimento dos queijos.

Os iogurtes apresentaram caracteristicas diferentes quando produzidos
com leites n&o inoculados, o0 que pode indicar que a contaminagao por
microrganismos psicrotroficos afeta a composicdo deste derivado. Estudos

avancados neste campo S80 necessarios para avaliar 0s prejuizos na industria.
5.4 Perspectivas futuras
Para a publicacdo do artigo cientifico serdo repetidos os testes

bioquimicos dos isolados, assim como a identificagcdo do MALDI TOF MS. Além
disso, os microrganismos isolados serao identificados por biologia molecular.
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6 CONCLUSAO

Foram isolados nove microrganismos psicrotroficos, sendo trés deles
produtores de enzimas proteoliticas das amostras de leite cru refrigerado. Os
microrganismos psicrotroficos proteoliticos ndo obtiveram identificacdo definitiva
pelos testes bioquimicos e pelo sistema MALDI TOF MS.

As caracteristicas fisico-quimicas e o rendimento dos queijos frescos sem
sal produzidos com leites contaminados com os isolados PA17125, PA26115A e
MB9122 néao foram diferentes entre si, nem diferentes dos queijos produzidos com
leite ndo inoculado (controle). Porém, o maior tempo de armazenamento (72 horas)
contribuiu para a reducdo do rendimento e aumento dos teores de umidade dos
gueijos produzidos.

Entretanto, as caracteristicas fisico-quimicas dos iogurtes naturais
produzidos com leites contaminados com os isolados PA17125, PA26115A e
MB9122 foram diferentes das obtidas dos iogurtes produzidos com leites nédo
contaminados. Os teores de gordura e proteina foram maiores nos iogurtes
produzidos com leite ndo contaminados. A acidez titulavel foi maior em iogurtes
produzidos com leites armazenados por 72 horas, quando avaliado no dia seguinte a

sua producao.
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