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Resumo

A Listeria spp. € um contaminante em queijos curados produzidos com leite cru. Os acidos
organicos e os seus sais sdo conservantes comummente utilizados na indistria alimentar.
Neste trabalho foi testada a actividade de acido lactico; acido acético; sorbato de potassio e
acetato de sddio, sobre o microrganismo indicador Listeria innocua por ndo ser patogénico.
Foi estudado o efeito da concentracao dos conservantes (0,5-5% v/v) e pH do meio de cultura
no intervalo 4 a 8, através da metodologia CCD (Central Composite Design). O crescimento
bacteriano foi monitorizado por turbidimetria. Verificou-se que acima de 1% (v/v) de acido
lactico e acido acético ocorreu uma inibicdo do crescimento da Listeria innocua superior a
90%. Para determinar se o0s conservantes apresentavam actividade bactericida, foram
repetidos os ensaios em placa com meio OCLA (Oxoid Chromogenic Listeria Agar) a 37°C.
Confirmou-se que o acido acético tem propriedades bactericidas contra a Listeria innocua a
partir de 1% (v/v) com uma reducdo de 5,0log UFC/ml? enquanto que o acido lactico inibe a
partir de 2% (v/v) com uma reducdo de 3,5log UFC/ml%. Quanto aos sais os resultados obtidos
nao foram favoraveis. Apds este estudo foi seleccionado o acido acético para testar a sua
eficacia na reducdo da Listeria innocua e bolores nos queijos, comparativamente ao
conservante Delvocoat usado na fabrica. Concluiu-se que a aplicacao de 5% de acido acético
na superficie dos queijos permite reduzir a contaminagao por Listeria innocua mas nao por

bolores.

Palavras- Chave

Acido acético, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, queijo.
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Abstract

Listeria spp. is a contaminant in cheeses made with raw milk. Organic acids and their salts
are preservatives commonly used in food industry. In this study we tested the activity of
lactic acid, acetic acid, potassium sorbate and sodium acetate on the non-pathogenic
Listeria innocua. The effect of preservatives concentration (0.5-5% v /v) and the pH of
culture medium in the range 4-8 were studied using CCD (Central Composite Design).
Bacterial growth was monitored by turbidimetry. It was found that above 1% (v / v) of lactic
acid and acetic acid there was a growth inhibition of Listeria innocua above 90%. To
determine whether the preservative showed bactericidal activity, the tests were repeated in
an OCLA medium (Oxoid Chromogenic Listeria Agar) at 37 ° C. It was confirmed that acetic
acid has antibacterial properties against Listeria innocua from 1% (v / v) with a reduction of
5.0 log UFC/ml? while lactic acid inhibits from 2% (v/v) with a reduction of 3.5 log UFC/ml?.
As for the salts the results were not favorable. After this study acetic acid was selected to
test its effectiveness in reducing Listeria innocua and molds in cheeses, compared with a
preservative Delvocoat used in the factory. It was concluded that the application of 5% acetic
acid on the surface of the cheese can reduce the contamination by Listeria innocua but not

mold.

Keywords
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Capitulo | - Introducao

1.1-  Impacto mundial

As doencas causadas pelo consumo de alimentos tém um impacto na economia e salde
publica a nivel mundial (Gandhi and Chilindas, 2007).

Nos ultimos anos, os padroes alimentares mudaram. Um crescente nimero de consumidores
procura produtos pouco processados. Infelizmente, tem havido um aumento na frequéncia de
surtos de intoxicacoes associados a alimentos, devido a contaminacdes microbioldgicas
(Chollet et al., 2008).

Um microrganismo que é transmitido através dos alimentos é a Listeria, que dependendo da
espécie pode causar listeriose. Embora a incidéncia de listeriose na Europa seja baixa, com
cerca de 2 a 3 casos/milhdo de habitantes/ano, a elevada taxa de mortalidade (até 40%)

exige um diagnostico precoce e uma terapia antimicrobiana apropriada (Aureli et al., 2003).

Em Portugal ndo ha fiscalizacdo para infeccoes por Listeria monocytogenes, e
consequentemente nao existe registo de listeriose humana associada ao consumo de
alimentos (Gameiro et al., 2007). Contudo, evidéncias indicam que a listeriose humana ocorre

em Portugal e em niveis semelhantes aos outros paises desenvolvidos (Felicio et al., 2007).

1.2- Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é um patogéneo oportunista de humanos e animais e, identificada a
primeira vez como causa de infeccao em 1927. Na Ultima década tem sido implicada em
varios surtos, e tém surgido casos esporadicos de listeriose atribuidos a alimentos
contaminados (Margolles et al., 1998; Adams and Moss, 2008). Estes casos tém estado
associados a alimentos pronto-a-comer; a produtos de charcutaria; a doces; a carne
congelada; a aves; a produtos do mar; a frutos e produtos vegetais/ horticolas (Shetty et al.,
2006); a leite pasteurizado e produtos lacteos como o queijo produzido a partir de leite nao
pasteurizado (Makino et al., 2005). A Listeria também pode estar associada ao consumo de

agua (Jay et al., 2005).

A Listeria monocytogenes tornou-se um microrganismo de grande preocupacdao para a
indistria alimentar, devido a extensao dos surtos e a elevada taxa de mortalidade, pois a
listeriose apresenta sintomas pouco comuns para uma intoxicacao alimentar, incluindo a

infeccao do sistema nervoso central e o aborto (Arqués et al., 2005; Shetty et al., 2006).
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1.2-1. O organismo

A Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva, anaerobica facultativa, psicotroéfica,
catalase positiva, oxidase negativa e nao forma esporos (Apostolidis et al., 2008; Adams and
Moss, 2008; Shetty et al., 2006). E uma bactéria pequena (0,4-0,5um x 0,5-2,0um) em forma
de bastonete que é cultivada a 20-25°C e possui flagelos peritricosos, é também uma bactéria
microaerdbia que apresenta diminuicdo na motilidade (Jeffrey, 2010; Adams and Moss, 2008).
Em culturas frescas, as células podem ocorrer isoladamente ou formar cadeias curtas, mas
sob condicdes de stress, como o elevado teor de sal (>5%) e a temperatura (>45°C), as células
podem ser alongadas ou formar cadeias longas (Ray and Bhunia, 2008). As coldonias aparecem

translicidas com um brilho caracteristico azul-esverdeado (Jeffrey, 2010).

Figura 1- Listeria monocytogenes em meio OCLA

1.2-2. Crescimento

O potencial crescimento da Listeria monocytogenes nos alimentos depende de muitos
factores, sendo o mais importante a estirpe especifica. Contudo, também depende das
condicbes ambientais a que a estirpe esta sujeita e das propriedades intrinsecas dos
alimentos como por exemplo: pH; teor de NaCl; actividade da agua a,; microflora associada e
constituintes antimicrobianos. As propriedades extrinsecas que influenciam o crescimento de
Listeria monocytogenes sao nomeadamente a temperatura e a composicao da atmosfera do
meio (Skalina and Nikolajeva, 2010). A maioria das bactérias, incluindo a Listeria
monocytogenes, sao normalmente resistentes a pequenas alteracbes num determinado
parametro ambiental (Shetty et al., 2006). Contudo na presenca de alteracbes mais
acentuadas ocorre a inducao de respostas ao stress direccionadas para a sobrevivéncia e nao

para o crescimento (Faleiro et al., 2003).

Esta bactéria cresce a temperaturas entre -1,5 e 45°C (sendo a temperatura 6ptima entre os
35-37°C) (Ryser and Marth, 2007) e num intervalo de pH entre 5 e 9 (Faleiro et al., 2003;

Adams and Moss, 2008; Shetty et al., 2006). No entanto o efeito do pH na viabilidade celular
2
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depende de outros factores ambientais e do estado fisiolégico do microrganismo (Ryser and
Marth, 2007). E também muito tolerante ao sal, sobrevivendo em meios que contém mais de
20% NaCl. Para além disso, a Listeria € dos poucos agentes patogénicos em alimentos que
cresce a ay inferior a 0,93 (Ray and Bhunia, 2008). Por Ultimo, a Listeria monocytogenes
cresce bem na presenca de sais biliares, que sdo letais para a maioria das bactérias gram-
positiva (Shetty et al., 2006).

1.2-3. Classificacao

Muitos métodos tém sido usados para distinguir diferentes estirpes de Listeria
monocytogenes. A distincao entre estirpes de Listeria monocytogenes é importante para a
epidemiologia e na determinacdo da origem de surtos de listeriose, mas também tem
implicacbes importantes para a compreensao da viruléncia, pois nem todas as estirpes de

Listeria sao igualmente capazes de causar doenca (Shetty et al., 2006).

As espécies patogénicas primarias, como Listeria monocytogenes, é representada por 13
serotipos, alguns dos quais sao compartilhados pela Listeria innocua e Listeria seeligeri (Jay
et al., 2005). Mais de 90% dos casos de listeriose humana sao causados pelos serotipos 1/2a,
1/2b e 4b (Shetty et al., 2006). Em geral, a linhagem 4b é frequentemente associada a surtos,
enquanto que as estirpes 1/2 sao predominantes em casos esporadicos, pois estdo associadas
a produtos alimentares (Jay et al., 2005). Contudo, o serotipo 4b sozinho esta associado a 50%
dos casos de listeriose e, parece estar frequentemente mais associado com a doenca

fetomaternal do que com a doenca sistémica (Shetty et al., 2006).

A Listeria monocytogenes pode também ser agrupada em trés linhagens distintas (I,11,1ll) com
base nos seus padroes de impressao genética e no potencial patogénico (tabela 1). A linhagem
| contém principalmente clones epidémicos e é responsavel pela maioria dos surtos, a
linhagem Il contém clones que sdo responsaveis pelas doencas humanas esporadicas, e a
linhagem Il contém clones que raramente causam doencas em humanos, mas pode ser

responsavel pela listeriose animal (Ray and Bhunia, 2008).
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Tabela 1 - Classificacao da Listeria monocytogenes baseada em fingerprinting genémicos e no potencial
patogénico (dados epidemiolodgicos) (adaptado de Ray and Bhunia, 2008).

Serotipos

Grupos Surtos Potencial patogénico predominantes

Clones epidémicos e
Linhagem | responsaveis pela elevado 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e
maioria dos surtos

Casos esporadicos de

listeri médio 1/2a, 3a, 1/2c, 3c
isteriose

Linhagem Il

Raramente causa

Linhagem lil
doenca em humanos

baixo 4a, 4c

1.3- Caracteristicas da listeriose

A listeriose em humanos nao é considerada por um s6 conjunto de sintomas, pois a evolucao
da doenca depende do estado do hospedeiro. As mulheres nado gravidas e os individuos
saudaveis que nao estao imunodeprimidos, sao altamente resistentes a infeccao por Listeria
monocytogenes (Jay et al., 2005). No entanto, sao conhecidas condicées que predispoem a
listeriose: neoplasias; HIV; alcoolismo; diabetes mellitus e lUpus eritematoso sistémico (Ryser
and Marth, 2007); doenca cardiovascular; transplantados renais; corticoterapia; mulheres
gravidas; idosos; criancas; pacientes que tomam medicamentos imunosupressores (Jay et al.,
2005; Shetty et al., 2006).

Os periodos de incubacao da doenca variam de um a noventa dias com um periodo tipico de
incubacdo de algumas semanas, uma situacdo que torna dificil ou quase impossivel a

identificacdo do veiculo alimentar (Adams and Moss, 2008).

Sao conhecidos dois tipos de listeriose: (a) uma forma invasiva, que pode ser fatal em recém-
nascidos, idosos e adultos imunodeprimidos; e (b) a menos comum, que provoca doenca

gastrointestinal (Jeffrey, 2010).

0 mecanismo exacto da gastroenterite nao é conhecido; no entanto, estudos epidemiologicos
sugerem que esta patologia esta geralmente associada a individuos saudaveis (Ray and
Bhunia, 2008). Na maioria das vezes os sintomas aparecem dentro de 1-7dias apos a ingestao
e incluem sintomas de gripe (como febre, vomitos, dores abdominais e diarreia), sonoléncia e
fadiga; porém estes tendem a desaparecer em poucos dias (Shetty et al., 2006; Ray and
Bhunia, 2008; Ryser and Marth, 2007). Este tipo de listeriose parece necessitar de doses
extremamente elevadas de bactérias (aproximadamente 10°-10° bactérias por grama) e esta
normalmente associada a alimentos contaminados como a carne, queijo, peixe fumado, milho
e saladas de arroz (Shetty et al., 2006; Ryser and Marth, 2007).
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Em contraste, a listeriose invasiva tem um tempo de laténcia de trés a setenta dias (Jeffrey,
2010). Esta forma de doenca esta associada a populacdes imunologicamente alteradas. A dose
infectante nessas pessoas € cerca de 100-1000 células (Ray and Bhunia, 2008). Geralmente
comeca com sintomas leves e semelhantes aos da gripe, incluindo calafrios, fadiga, cefaleias
e dores musculares. Em adultos nao gestantes, esta pode ser acompanhada por sintomas cada
vez mais graves, dependendo do tecido infectado pelas bactérias (Shetty et al., 2006).
Normalmente causa meningoencefalite, que é a infeccao dos tecidos do cérebro e das
meninges, pode causar distirbios do movimento, mudancas de consciéncia e paralisia de
nervos cranianos. Também sdo frequentes outras patologias como a meningite, septicemia e
infeccao sistémica que apresentam sintomas mais generalizados, mas igualmente fatais
(Shetty et al., 2006; Ryser and Marth, 2007). Em mulheres gravidas, a mae é frequentemente
assintomatica ou tem apenas sintomas muito leves, enquanto que o feto é severamente
infectado. Isso pode levar a aborto, partos prematuros, nados mortos ou sepsia nos recém-
nascidos (Shetty et al., 2006). A listeriose pode ocorrer a qualquer momento durante a
gravidez, mas € mais frequente durante o terceiro trimestre. A maioria dos casos de listeriose
na gravidez ocorre em mulheres saudaveis. Mulheres gravidas com multiplas gestacoes podem
aumentar o risco de listeriose em comparacdo com gestacoes Unicas (Ryser and Marth, 2007).
Bebés infectados que sobrevivem ao parto sao muito susceptiveis a terem complicacoes

neurologicas durante a vida (Shetty et al., 2006).

Tabela 2- Sindromes clinicos associadas a infeccao por Listeria monocytogenes (adaptado de Ryser and
Marth, 2007).

Condicgées
Populacao Apresentacao clinica Diagnostico predisponentes ou
circunstancias
Febre, mialgia, diarreia
Parto prematuro I
Aborto
Nado morto
Recém-nascidos
<7 dias de idade Sepsia, pneumonia Sangue Prematuridade
Fluido

>7 dias de idade

Adultos ndo gestantes

Adultos saudaveis

Meningite, sepsia

Sepsia, meningite,
infeccoes

Diarreia e febre

cefalorraquidiano

Sangue, Fluido
cefalorraquidiano

Cultura de fezes em
meio selectivo
enriquecido

Imunosupressao , idade
avancada

Possivelmente uma
inoculacao extensa
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1.4- Processo infeccioso

O controlo de Listeria monocytogenes no organismo € afectado pelos linfocitos T activados e
macrofagos e, portanto, qualquer condicdo que afecte essas células ira agravar o desenrolar
da listeriose (Jay et al., 2005).

Uma vez que a bactéria entra nas células dos mamiferos por fagocitose, nomeadamente
através de monocitos, macrofagos e leucocitos polimorfonucleares, eles sao libertados por
vacuolos ligados a membrana e comecam a multiplicar-se. O patogéneo utiliza a proliferacao
da actina para circulacao intracelular e difunde-se célula a célula infectando uma vasta gama
de tecidos hospedeiros. O figado é o principal local de infeccao, podendo também afectar o

cérebro e o feto em mulheres gravidas (Gandhi and Chilindas, 2007; Jeffrey, 2010).

1.5- Ambiente

Listeria monocytogenes foi isolada de varias espécies de mamiferos, aves, répteis, anfibios e
insectos (Shetty et al., 2006). Esta amplamente distribuida na natureza e pode ser encontrada
na decomposicdo da vegetacao e nos solos, nas fezes de animais, esgoto, silagem e agua (Jay
et al., 2005). Este microrganismo é detectado em maior nimero no inicio da primavera
(Shetty et al., 2006).

A natureza extremamente generalizada do organismo no ambiente, o seu crescimento
psicotrofico, a resisténcia ao stress em relacdo a outros patogéneos nao esporados (por
exemplo: a congelacdo, o sal e o calor), faz com que seja particularmente dificil de controlar
este microrganismo numa ampla variedade de instalacoes de processamento de alimentos
(Jeffrey, 2010).

Devido a tolerancia acida de Listeria monocytogenes, este organismo pode estar presente em
alimentos com baixo pH, nomeadamente no queijo. Além disso, este tipo de alimento
geralmente tem um valor de pH (5,0-5,5), que pode induzir uma resposta tolerante a acido
(ATR), isto é, induz uma resisténcia a pH mais baixo do que aquele que poderia ser letal
(Faleiro et al., 2003).

A fim de eliminar a Listeria monocytogenes no processamento de alimentos tém sido
amplamente usados desinfectantes e aditivos, nomeadamente nitrito de sodio, lactato de
sodio e diferentes acidos, porém estes podem afectar as qualidades sensoriais do produto
(Vescovo et al., 2006; Lundém et al., 2003). Contudo, é dificil eliminar esta bactéria apesar
da limpeza e dos tratamentos, pois algumas estirpes de Listeria monocytogenes parecem
persistir causando contaminacdo prolongada. Esta bactéria tem mostrado adaptacdo a

compostos de amoénia quaternaria (QAC) que sao amplamente usados na indlstria de
6
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transformacao alimentar. Os motivos que levam a contaminacao persistente ndo sdo claros,
mas tem sido proposto que adaptacdo e a resisténcia de Listeria monocytogenes para
desinfectantes pode influenciar a sobrevivéncia do organismo no processamento de alimentos
e plantas (Lundén et al., 2003).

1.6- Listeria innocua

A Listeria innocua é representada por dois serotipos (6a/6b) e, é de particular importancia
porque esta estreitamente relacionada com a Listeria monocytogenes (tabela 3), e elas sao
geralmente encontradas nos mesmos alimentos, em diversos ambientes e em amostras
clinicas (Chen et al., 2010; Miller et al., 2009; Jay et al., 2005).

Tem sido usada em varios estudos de inactivacdo térmica em substituicdo da Listeria
monocytogenes, porque assemelham-se ecologica; bioquimica; e geneticamente o que causa
respostas semelhantes a tratamentos fisico-quimicos (Miller et al., 2009; Gallo et al., 2007;
Chen et al., 2010). Para além disso, a Listeria innocua nao € patogénea e a presenca em

alimentos nao é perigosa para a saude humana (Miller et al., 2009).

Tabela 3 - Algumas caracteristicas diferenciais das espécies de Listeria (adaptado de Jay et al., 2005).

Teste CAMP

Espécies Xilose  Lactose  Galactose Ramnose  Manitol H}drohse S.aureus  R.equi BeF? Mol’% Serotipos
hipurato Hemolise G+C
L.monocytogenes - Y, \% + - + + + + 37-39 *
L.innocua - + - + - + - - + 36-38 4ab,6a,6b

Nota: v-variavel
x1/2a, b, ¢; 3a, b, c; 4a, ab, b, ¢, d, e; “7.”

1.7- Bolores

Todos os anos, grandes quantidades de alimentos sdo descartados devido a contaminacao e
deterioracao por fungos (Stratford et al., 2009). Ha espécies de fungos que sao capazes de
causar deterioracao em queijos, estando bem adaptados para ambientes com elevado teor de
gordura e pH baixo (Basilico et al., 2001).

Embora o crescimento de fungos na superficie ou no interior das diversas variedades de queijo
seja essencial para o amadurecimento, o crescimento de fungos geralmente nao é desejado.
A deterioracao por bolores é desagradavel visualmente, e pode promover o aparecimento de
manchas; odor a mofo; crescimento de hifas e esporolacdo na superficie do alimento;

alteracao da textura ou paladar resultante da formacao de metabolitos; e producao de

7
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micotoxinas podendo constituir um risco para a salde (Fernandes, 2009; Stratford et al.,
2009). Para além disso, os fungos também sao responsaveis pela liquefacdo do coagulo
formado no processo da coalhada na producao de queijo (Fernandes, 2009).

Os bolores normalmente envolvidos na deterioracdao de queijo incluem membros do género
Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Fusarium, Monilia e Alternaria (Fernandes,
2009).

No entanto, para controlo da deterioracdo de queijos por bolores a higiene nas camaras de
maturacado é essencial, sendo necessarios rigorosos procedimentos de limpeza para evitar a
acumulacao de esporos de bolor (Fernandes, 2009). A deterioracao pode ser impedida pelo
uso de conservantes de acido fraco, como o acido sorbico ou acido acético (Stratford et al.,
2009).

1.8- Conservantes

1.8-1. Acidos organicos

Os acidos organicos sdo tipicos do metabolismo microbiano. Todos os acidos organicos
ocorrem naturalmente numa variedade de substratos de origem vegetal e animal e podem,
portanto, estar naturalmente presentes como componentes de alimentos devido a processos
metabodlicos bioquimicos, hidrdlise, crescimento bacteriano, ou pela adicdo directa ou
indirecta aos produtos (Theron and Lues, 2011). Sendo também um mecanismo comum no
controlo de patogéneos de origem alimentar numa diversidade de produtos alimentares
(Miller et al., 2009).

Os acidos organicos sdo eficazes como conservantes de alimentos, pois para além das suas
0 crescimento bacteriano através da reducao do pH dos alimentos para niveis que inibem o
crescimento bacteriano (Theron and Lues, 2011). Como é o caso da Listeria monocytogenes,
que é inibida na superficie dos alimentos pela pulverizacao ou imersdao em acido (Ryser and
Marth, 2007).

Esta actividade antimicrobiana dos acidos organicos é dupla: (i) pela libertacdo de protdes na
dissociacdo reduz o pH extracelular, e (ii) a forma ndo dissociada do acido é capaz de se

difundir para o interior da célula, afectando o metabolismo celular (Janssen et al., 2007).

A accao antimicrobiana do acido organico fraco € produzido pela combinacao de acgdes de
moléculas ndo dissociadas e de ides resultantes da dissociacdo. Os microrganismos que sao
importantes nos alimentos tendem a manter um pH citoplasmatico interno entre de 6,5 e 7,0

em acidofilos e 7,5 a 8,0 nos neutrdfilos. Quando um acido organico fraco é adicionado a
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alimentos, dependendo do pH do alimento; do pK do acido; e da temperatura, algumas
moléculas dissociam-se enquanto outras permanecem nao dissociadas. No pH da maioria dos
alimentos (pH 5-8), as moléculas de acido organico geralmente permanecem dissociadas;
como resultado, a concentracao de H' no ambiente aumenta, o que interfere com o gradiente
de protdes transmembranar nas células microbianas. Para ultrapassar esta situacao, as células
transportam protdes através de bombas de protdes, que leva ao consumo de energia e a
diminuicdo do pH interno (pHi). As estruturas na superficie da célula: a membrana exterior ou
a parede celular; a membrana interior ou a membrana citoplasmatica; e o espaco
periplasmatico estdo também expostos a concentracao de H'. Isso pode afectar
negativamente as ligacbes ionicas das macromoléculas e interferir com as estruturas
tridimensionais e com algumas funcdes relacionadas (Ray and Bhunia, 2008). A pH<5, alguns
acidos encontram-se sobretudo na forma nao dissociada como podemos verificar na tabela 4,
assim conclui-se que a concentracdao de acidos organicos nao dissociados aumenta com a
diminuicao de pH relativamente ao valor de pKa (Ray and Bhunia, 2008; Ryser and Marth,
2007). Sendo lipofilicos, em funcdo do gradiente de concentracdo, eles entram livremente
através da membrana. Porque o pHi é muito maior que o pK do acido, as moléculas dissociam-
se, libertando protdes e anides. Alguns anides (p.ex., acetato e lactato) sao metabolizados
por varios microrganismos como fonte de carbono, mas se isso nao acontecer os anides sao
removidos do interior da célula. Estas alteracdoes podem interferir com o transporte de
nutrientes e a producao de energia, e por sua vez influenciam o crescimento microbinano.
Além disso, o pH baixo pode causar danos reversiveis e irreversiveis em macromoleculas
celulares, que pode posteriormente induzir danos subletais bem como danos letais para as
células (Ray and Bhunia, 2008).

Tabela 4- Influéncia do pH sobre a quantidade de i6es dissociados (%) de acidos organicos fracos
(adaptado de Ray and Bhunia, 2008).

Acido pK %dissociada no pH
4 5 6
Acético 4,8 15,5 65,1 94,9
Lactico 3,8 60,8 93,3 99,3
Sérbico 4,8 18,0 70,0 95,9

Assim, a actividade antimicrobiana resume-se em (i) inibicao, ou seja, a inducao antecipada
da fase estacionaria, e depois (ii) na inactivacao, isto €, uma diminuicdo na concentracdo das
células para valores abaixo do limite de deteccao tolerados pelo organismo (Janssen et al.,
2007).
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Como ja foi referido, a maioria dos conservantes sdo acidos fracos, sendo as suas
propriedades antimicrobianas mais eficazes a pH acido. Os acidos fracos existem em solucao
aquosa em equilibrio dinamico entre acidos moleculares e as suas bases conjugadas. Tais
equilibrios sao altamente dependentes do pH e a accao antimicrobiana de um acido fraco
como conservante aumenta com a acidez, que parece ser proporcional a concentracdo de

acido nao dissociado (Stratford et al., 2009).

Os acidos acético e propionico sao mais lipofilicos do que o acido lactico, logo eles possuem

maior eficacia antimicrobiana que o acido lactico (Ray and Bhunia, 2008).

Uma das caracteristicas mais importantes dos acidos organicos € que eles tém influéncia

directa sobre o sabor e a qualidade de alguns alimentos (Theron and Lues, 2011).
1.8.1-1. Acido acético

Os acidos organicos, como o acido acético, sao conservantes usados na indUstria alimentar,
pois apresentam actividade contra um amplo espectro de microrganismos patogénicos que

causam deterioracao dos alimentos, mesmo a baixas concentracdes (Janssen et al., 2007).

0 acido acético é uma das substancias quimicas mais antigas conhecidas pela humanidade e é
produzido naturalmente durante a deterioracao de frutas e de outros alimentos pela

actividade de bactérias acéticas (AAB) (Theron and Lues, 2011).

0O acido acético obtido através da fermentacdo € usado principalmente no mercado de
alimentos (vinagre, conservante de alimentos) (Shetty et al., 2006). Assim, o acido tem dupla
importancia: como conservante e como tempero. E usado como acido livre, como sais de
calcio e sodio, ou como Na-diacetato, em Ketchup, maionese, legumes acidos (pickles), pao e

outros produtos da panificacao (Belitz et al., 2009).

Os organismos actualmente utilizados na sua producdo sao espécies como a Saccharomyces
cerevisiae, o Clostridium e a Acetobacter aceti, sendo esta Ultima comummente encontrada

em alimentos, agua e solo (Shetty et al., 2006; Theron and Lues, 2011).

Os efeitos antimicrobianos do acido acético, sdo praticamente todos atribuidos ao seu efeito
sobre o pH, embora a forma nao dissociada do acido aumente sete vezes entre o pH 5 e 6, ja
o seu efeito antimicrobiano apenas duplica. O logaritmo da constante de dissociacao do ac.
acético é 4,76, mas a pH elevado ainda existe muito acido na forma nao dissociada (George et
al., 2008). Contudo a acidificacao intracelular, em acidos com cadeia alifatica curta (tal
como o ac. acético), pode necessitar de maiores concentracoes (20-80 mM) para inibir o
crescimento (Theron and Lues, 2011). Este acido é mais eficaz contra as bactérias do que

contra as leveduras e bolores. As bactérias que crescem melhor acima de pH 6 sao facilmente
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.....

gradiente electroquimico da membrana celular, assim como pela desnaturacao das proteinas
dentro das células (Ray and Bhunia, 2008).

Uma forma alternativa do acido acético é o seu sal, o acetato de sodio, que pode ser usado
como um conservante que controla o pH; aromatizante; estabilizante; adjuvante e tampao
em certos produtos lacteos ou carne. Pode ser adicionado a cereais; salgados; sopas; molhos;

compotas; oleos e gorduras e frutas (Smith and Hong-Shum, 2003).

1.8.1-2. Acido lactico

0O 4cido lactico € um acido orgdnico com uma vasta gama de aplicacdes industriais. E muito
utilizado em alimentos como acidulante; agente aromatizante; agente tampao de pH; e como
conservante. Este acido nao esta naturalmente presente nos alimentos, mas é produzido
durante a fermentacdo de alimentos (pickes, azeitonas, queijo e algumas carnes) pelas
bactérias lacticas (Theron and Lues, 2011). O acido lactico intensifica o sabor e aroma e, é
um inibidor microbiano eficaz. Devido a baixa lipossolubilidade difunde-se lentamente através
da membrana celular. Este facto sugere que as perturbacdoes do pHi da célula ndo sdo o

.....

principalmente neutralizando o gradiente de protdes de membrana (Ray and Bhunia, 2008).

Este acido é menos eficaz que o acido acético, propidnico, benzobico ou soérbico, mas é mais
eficiente do que o &cido citrico (Ray and Bhunia, 2008). E também importante referir que
acidos como o acético e o propidnico tém valores mais elevados de pKa do que o ac.Lactico e,
portanto, possuem maior proporcao de acido nao dissociado num determinado pH (Theron and
Lues, 2011).

0 acido lactico é muito eficaz contra bactérias, mas completamente ineficaz contra bolores e
leveduras (Ray and Bhunia, 2008).

1.8.1-3. Acido sérbico / Sorbato de potassio
0 acido sérbico é eficaz contra leveduras e bolores, mas este agente antimicrobiano também
inibe uma ampla gama de bactérias, especialmente aerobias e de catalase positiva (Ryser and
Marth, 2007). O acido sorbico e os seus sais, como o sorbato de potassio, tém varias vantagens
como conservantes alimentares. Estes conservantes sao considerados inofensivos, e nao
alteram o gosto ou odor do produto (Gonzalez-Fandos and Dominguez, 2007). O sal de

potassio € comummente usado devido a sua natureza estavel e é mais sollvel, sendo
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adequado para ser usado em imersdo e pulverizacdo nas praticas de descontaminacdo. A
inibicdo da actividade pelos sorbatos € semelhante a do acido sorbico, mas normalmente é
necessario mais de 25% de sorbato de potassio para ter o mesmo efeito antimicotico. O

sorbato de potassio é eficaz a pH 6 mas nao a pH 7,5 (Theron and Lues, 2011).

.....

funcdes de algumas enzimas. Também interfere com a sintese da parede celular, proteinas,
RNA e DNA; com o potencial da membrana e inibe a germinacao de esporos (Ray and Bhunia,
2008).

O sorbato pode ser aplicado numa ampla gama de alimentos e bebidas, como os xaropes; os
sumos de frutos; os vinhos; as geleias; os doces; as saladas; os pickles (Theron and Lues,
2011); a maionese; os vegetais (Ray and Bhunia, 2008); a manteiga; o queijo; as carnes; o0s
cereais e na panificacdo a fim de prolongar a vida Gtil de muitos alimentos (Ryser and Marth,
2007).

1.9. Leite

O leite é definido como a secrecdo das glandulas mamarias dos mamiferos, cuja funcao
principal é a nutricdo de criancas e crias. O leite de alguns animais, especialmente vacas,
bufalos, caprinos e ovinos, também é usado para consumo humano, quer na forma de leite

quer numa gama de produtos lacteos (Walstra et al., 2006).

1.9.1- Composicao do leite

A composicdo do leite varia consideravelmente entre as espécies e animais (tabela 5). E
influenciada pelos seguintes factores: raca; genética animal; alimentacdo; condicbes
ambientais; volume de leite; estado de lactacdo e salde animal. Todos estes factores

influenciam o fabrico e as caracteristicas do queijo (Marth et al., 2006).

Tabela 5 - Composicéo tipica do leite nas diversas espécies animais [% em peso (volume) '] (adaptado
de Adams and Moss, 2008).

Gordura % Proteina % Lactose % Extracto seco %
Humano 3,8 1,0 7,0 12,4
Vaca 3,7 3,4 4,8 12,7
Ovelha 7,4 5,5 4,8 19,3
Cabra 4,5 2,9 4,1 13,2

12
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O leite possui diversos componentes, nomeadamente a agua, a lactose, a gordura e as
proteinas (tabela 6) (Adams and Moss, 2008). A lactose ou aclcar do leite é o gllcido
caracteristico do leite. E um dissacarideo composto por glucose e galactose e, é um actcar
redutor. A gordura é em grande parte composta por triglicerideos. Os componentes dos acidos
gordos variam muito no comprimento da cadeia (2-20 atomos de carbono) e na saturacédo (0-4
ligacdes duplas). Também estao presentes outros lipidos como os fosfolipidos, acidos gordos
livres, monoglicerideos, diglicerideos e colesterol. A maioria das proteinas consistem em
caseinas (as1 ; ds; B; Y e k-caseina). Para além destas também existem as proteinas séricas do
leite, principalmente a B- Lactoglobulina, e inUmeras proteinas minoritarias, onde estao
incluidas uma ampla variedade de enzimas. As substancias minerais, como o potassio, sodio,
calcio, magnésio, cloro e fosfato ndo sao equivalentes aos sais, pois estes sdo apenas
parcialmente ionizados. O conteldo de todas estas substancias, excepto a agua, € chamado

conteldo de extracto seco (Walstra et al., 2006).

Tabela 6 - Composicao aproximada do leite (adaptado de Walstra et al., 2006).

Teor médio no leite Teor médio de

Componentes Intervalo (%w/w)

(%w/w) extracto seco (%w/w)

Agua 87,1 85,3-88,7

Gordura nao solida 8,9 7,9-10,0

5G(;Jcr‘;iura no extracto 31 22-38

Lactose 4,6 3,8-5,3 36
Gordura 4,0 2,5-5,5 31
Proteina 3,3 2,3-4,4 25
Caseina 2,6 1,7-3,5 20
Substancias minerais 0,7 0,57-0,83 5,4
Acidos orgéanicos 0,17 0,12-0,21 1,3
Diversos 0,15 - 1,2

1.9.2- Elementos estruturais

O leite € uma emulsdo de varios componentes em agua, onde a camada de superficie, ou a
membrana dos globulos de gordura, ndo € uma camada de adsorcao de uma Unica substancia,

mas de uma solucdo com muitos componentes. Apenas uma parte dos lipidos do leite é
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encontrada fora dos globulos de gordura. A temperaturas inferiores a 35°C, parte da gordura
dos glébulos pode solidificar. As particulas de lipoproteina, chamadas microssomas do leite,

variam em quantidade e forma.

Outro elemento estrutural do leite sao as micelas de caseinas constituidas por agua, proteinas
e sais. Nas micelas as caseinas estdao presentes como complexos de caseinas individuais
ligadas por catides (principalmente calcio e magnésio). Outro sal das micelas é o fosfato de

calcio encontrando-se também o ido citrato.

0 soro do leite consiste numa fraccao rica em lactose e em proteinas do soro. As proteinas do

soro estao presentes no leite na forma molecular ou como agregados muito pequenos.

Também estao presentes células como é o caso dos leucocitos que estao sempre presentes no
leite (Walstra et al., 2006).

Tabela 7 - Propriedades dos principais elementos estruturais do Leite (adaptado de Walstra et al.,
2006).

Milk
Plasma
Soro
Globulos de . c Proteinas Particulas
Micelas de caseinas . p
gordura globulares lipoproteinas
Componente
principal Gordura Caseina, agua, sais  Proteina do soro lipidos, proteinas
Considerado como Dispersao
Emulsao Dispersao fina Solucao coloidal coloidal
Conteudo (% extracto
seca) 4 2,8 0,6 0,01
Diametro da particula 0,1-10pm 20-400nm 3-6nm 10nm
Numero por ml
1010 1014 1017 1014
Area de superficie
(cm¥/ml de leite) 700 4000 5000 100
Densidade (20°C; Kg
m3) 920 1100 1300 1100
. . Microscépio
Visivel com : - . - St
Microscépio Ultramicroscépio electronico

Separado com

pH isoeléctico

Separador de
leite

-3,8

Centrifuga de alta
velocidade

-4,6

Ultrafiltracao

4-5

Ultrafiltracao

-4
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1.9.3- Microflora de leite cru

A abundancia de glucidos, proteinas e gordura, combinado com o pH neutro leva a uma ampla
diversidade na ecologia microbiana presente no leite cru. E possivel encontrar inimeros

organismos diferentes no leite cru, incluindo:

os psicrotroficos, que podem suportar 7°C ou menos, independentemente da sua

temperatura éptima de crescimento;

os coliformes e outras bactérias gram negativas, que podem estar associados a

contaminacao durante a producao e transformacao do leite;
as bactérias termoduricas, que podem sobreviver a condi¢des de pasteurizacao;

os formadores de esporos, que produzem estruturas (esporos) resistentes a

pasteurizacao;

os patogéneos que causam mamites, que podem ser adicionados ao leite pelas

glandulas mamarias infectadas;

e varios bolores e leveduras (Marth and Steele, 2001).

1.9.4- Aspectos relevantes da composicao do leite no fabrico do
queijo

1- Em grande parte a caseina e a gordura determinam as caracteristicas do queijo.
Muitas vezes é considerado o teor de proteina bruta, contudo a proporcao de caseina
N para o N total (equacao 1) é, no entanto, bastante variavel e, as proteinas do soro e

os compostos de azoto nao proteico (NPN) sao pouco ou nada retidos no queijo.

n° de caseina = (Ncaseina/N total) x 100% (Equacéo 1)

2- A proporcao entre gordura e caseina determinam principalmente o teor de extracto
seco no queijo. E também afecta um pouco a sinérese, influenciando o teor de agua
final no queijo.

3- 0 teor de lactose, livre de gordura e caseina, determina a producéo de acido lactico e
afecta significativamente o pH, o teor de agua e as propriedades decorrentes do
queijo.

4- 0 pH do queijo também depende da capacidade de tamponamento do extracto seco.

A Unica variavel importante é a proporcdo entre o fosfato de calcio coloidal e a
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caseina. Esta proporcdo nao varia muito, geralmente aumenta um pouco na fase de
lactacao.

5- O efeito da renina sobre o leite e a capacidade deste sofrer sinérese pode variar
bastante, principalmente por causa das variagdes na actividade do calcio, mas
também devido ao efeito de outros componentes.

6- O crescimento bacteriano pode diminuir a producdo de acido lactico. A maioria dos
factores naturais (como o sistema lactoperoxidase) nao varia muito no leite. No
entanto a presenca de antibioticos pode prejudicar a producdo de acido e a

maturacao do queijo (Walstra et al., 2006).

1.10. Queijo

O fabrico de queijo comecou a cerca de 8000 anos e agora existem no mundo mais de 2000
variedades de queijo, cada um Unico e com o respectivo sabor e forma (Beresford et al.,
2001; Belitz et al., 2009). O fabrico de queijo envolve a combinacao de quatro ingredientes
comuns: leite, coalho, microrganismos e sal; que sdao processados através de uma série de
etapas comuns, tais como a formacdo de um gel, expulsdao de soro, producao de acido e

adicao de sal, seguido por um periodo de maturacao (Beresford et al., 2001).

As variedades de queijo podem ser classificadas com base em diversos critérios, como por

exemplo:

e O tipo de leite (vaca, cabra ou ovelha);
e A formacao da coalhada (usando acido, extractos de coalho ou ambos);
e Textura ou consisténcia. Seguindo este critério os grupos de queijos mais importantes
sdo, em termos de % de agua:
a. Extra duro: <51%;
b. Duro: 49-56%;
c. Semi-duro: 54-63%;
d. Semi-mole: 61-69%;
e. Mole:>67%.

e Teor de gordura (% de extracto seco). Por este critério, os grupos mais importantes

sao:
a. Duplo queijo creme (gordura 60-85%);
b. Queijo (>50%);
c. Queijo gordo completo (>45%);
d. Queijo gordo (>40%);

e. Queijo semi-gordo (>20%);
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f. Queijo desnatado (maximo 10%).

Dentro de cada grupo, os queijos sao caracterizados pelo aroma (Belitz et al., 2009).

Para além do que ja foi mencionado anteriormente os queijos tém algumas coisas em comum,
nomeadamente:

A maior parte das caseinas e da gordura do leite estdao concentradas no queijo, sendo
um produto muito nutritivo;

e O queijo mantém-se por muito mais tempo do que o leite ou do que outros produtos
lacteos fermentados;
[ ]

O queijo geralmente tem caracteristicas e sabores distintos devido a um grande

numero de compostos formados durante a maturacao (Walstra et al., 2006).

Quando o leite é transformado em queijo, as caseinas e a gordura sdao concentradas na
coalhada, enquanto que os outros componentes do leite, especialmente a agua, sdo
removidos juntamente com o soro. Nenhum dos componentes do leite é totalmente mantido,

como podemos ver pela figura 2, e podem ser adicionadas novas substancias, nomeadamente
o sal.

o =
15 :
Water \
K v Added salt
- 1 v L
104 Other dry Y l 10
matter |
\ Water |8
Minerals | ™. \
IR 6
(true) b
5 .
Protein Protein
4
Fat Fat -2
-------- - 0
Milk Cheese

Figura2- Exemplo da composicao do leite e do queijo e da transferéncia dos componentes do leite para
queijo (Escala em kg) (adaptado de Walstra et al., 2006).
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A produtividade e a composicao dos queijos sao determinadas pelas propriedades do leite,
especialmente pela composicao e pelo processo de fabrico. Contudo o modo de
processamento pode afectar fortemente os custos de producdao; nomeadamente os aditivos

necessarios, a mao de obra, o equipamento e a perda de produto (Walstra et al., 2006).

A producao de queijo é um processo complexo que envolve duas fases interligadas: a primeira
€ desenvolver a composicao desejada e o pH (controlada pela composicao do leite e pelo
processo de fabrico), e a segunda é o desenvolvimento das caracteristicas fisicas e do sabor
(influenciada pela primeira mas também pelo metabolismo de uma variedade de

microrganismos e de reaccdes enzimaticas e quimicas) (Marth and Steele, 2001).

1.10.1-  Etapas do processo de fabrico do queijo

O fabrico de queijos envolve varios processos diferentes, alguns dos quais sao essenciais para

(quase) todas as variedades de queijo:

Coagulacao do leite;

Remocao do soro do leite;

Producao de acido;

Salga;

Fusao dos pedacos de coalhada numa massa facil de manusear;
Cura (Marth and Steele, 2001)
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Tu:lle Physical Process Chemical
S([:l;}e changes | operations changes
0+ . Enzymatic
Gelation Clotting hydrolysis
' Microbial
L Syneresis| |Curd making|| acidification
' '
WHEY Separation Changes in
Curd || i gross
fusion Shaping composition
3 - \ ¢
o Salting
Diftusion J
60 - ! Ripening;
. - enzymatic
= L Cwing L} microbial
A ! -chemical
up to 10

Figura 3 - Esquema das mudancas (bio)quimicas e fisicas que ocorrem durante a transformacao do leite
em queijo (adaptado de Walstra et al., 2006).

Durante o fabrico do queijo, forma-se um coagulo (num processo que demora cerca de
40minutos a 30-32°C) na qual as proteinas do leite (caseinas) sao retidas, conjuntamente com

a gordura do leite (Marth and Steele, 2001; comunicagao pessoal)

0 gel formado é propenso a sinérese espontanea, isto €, expulsdo do soro. A expulsdo do soro
é geralmente reforcada pelo corte do gel em pequenos pedacos e pela agitacdo da mistura da
coalhada com o soro. A coalhada obtida equivale a 10-30% do volume inicial do leite. Quanto
maior for a expulsao do soro, mais firme e duravel sera o queijo. Durante este processo ha a
producao de acido devido a conversao da lactose a acido lactico através das bactérias
lacticas. Posteriormente a adicdo de cloreto de sédio (NaCl) o que influencia o sabor, a
consisténcia e o amadurecimento do queijo, para além disso tem um importante papel na
preservacao do queijo, pois a elevado teor de sal o crescimento das bactérias acido lacticas é
inibido. A maioria das variedades dos queijos é submetido a adicao de 2% de sal, ou a imersao

em agua contendo cerca de 15% de sal (salmoura). A salga afecta o rendimento na producao
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do queijo, pois o sal é absorvido no queijo, ao mesmo tempo que ha saida de agua, resultando
numa perda substancial de peso. Esta perda de peso ascende os 3% durante a salga. A maioria
dos queijos sao moldados e muitas vezes prensados antes da cura. Assim depois da maioria da
lactose ser transformada em acido é que ocorre a salga na salmoura. Isto tem trés
finalidades, que sdo as seguintes: o arrefecimento do queijo; o impedimento que a massa
ainda mole perca consisténcia por accao da gravidade; e a absorcao de sal (Walstra et al.,

2006; comunicacao oral).

Por fim os queijos sdo sujeitos a condicdes de armazenamento controlado e especifico para
cada tipo de queijo (nomeadamente 8-14°C, humidade relativa de 80-90% durante no minimo

de 40 dias) (Walstra et al., 2006; comunicacao pessoal).

Durante a maturacao, ocorre a perda de humidade, uma combinacao complexa de reaccdes
microbianas e enzimaticas, envolvendo as enzimas do leite, o coagulante, as proteases e
peptidases da cultura “iniciadora” e os organismos “nao-iniciadores”, que permanecem
viaveis, embora o crescimento seja inibido (Fernandes, 2009). Assim o amadurecimento do
queijo é o principal factor que determina o sabor tipico e a textura dos diferentes tipos de
queijo (Walstra et al., 2006).

1.10.2-  Microbiologia do queijo

A diversidade dos protocolos de fabrico do queijo, os regimes de maturacao e a composicao
do queijo € um assunto complexo do ponto de vista microbiolégico. Cada queijo individual
tem a sua propria e Unica microflora independentemente dos “iniciadores” ou de qualquer
adicao deliberada de microrganismos de amadurecimento secundarios (isto €, bolores ou
leveduras). Ha uma extensa lista de microrganismos que podem crescer no queijo. Estes
microrganismos “nao iniciadores”, adicionados nao deliberadamente sao contaminantes para
o leite ou queijo. Assim, os contaminantes que sao encontrados em qualquer queijo resultam
de microrganismos especificos que aparecem no leite ou nos equipamentos, ou no ar ou nos
seres humanos que tiveram contacto directo com o queijo ou leite. E muito dificil interpretar
os dados sobre o contetdo microbiano do queijo por causa da possibilidade de contaminacao.
Além disso, o ambiente envolvente desempenha um papel fundamental no crescimento de

microrganismos no queijo.

Os microrganismos que crescem no queijo ou que mantém a sua viabilidade seguem o mesmo
conjunto de critérios (pH, humidade, sal, acidez, potencial redox, disponibilidade de
nutrientes, competicao, temperatura e condicdes anaerobicas/aerdbicas) como em qualquer
produto alimentar. Ha dois factores que determinam a microflora do queijo: a presenca e

sobrevivéncia de microrganismos e a capacidade dos microrganismos crescerem.
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Durante a maturacdao do queijo, as condicoes ambientais podem alterar-se o suficiente
permitindo o crescimento de contaminantes inicialmente inibidos, ou as condicées podem
tornar-se ainda mais indspitas. O ambiente do queijo € dinamico. Assim, a microflora no

queijo pode ser considerada como um sistema ecoldgico e dinamico (Marth and Steele, 2001)

1.10.3- Culturas “iniciadoras”

A acidificacdo do leite é o passo fundamental para o fabrico do queijo. A acidificacdo é
essencial para o desenvolvimento do sabor e textura; promove a coagulacao e a reducao do

pH que inibe o crescimento de patogéneos e a deterioracdo de organismos (Fernandes, 2009).

A coagulacao é obtida pela actividade de um coagulante, ou de uma mistura de enzimas com
actividade proteolitica especifica. Os coalhos podem ser de diferentes fontes, como fungos,
animais ou plantas. Todos contém enzimas protedlicas, que através da sua actividade

contribuem para desestabilizar as micelas de caseinas no leite (Marth and Steele, 2001).

Tradicionalmente no fabrico de queijo Portugués € usado principalmente um extracto de
flores de cardo de Cynara cardunculus (Tejada et al., 2008). Estas contem proteinases como a
cardosina A e cardosina B; sendo a primeira semelhante a quimosina e a segunda é uma
enzima do tipo da pepsina (Pereira et al., 2008). As proteinas ao sofrerem protedlise, tém
grande impacto no desenvolvimento das caracterisiticas organolépticas, abrangendo o sabor e

a textura (Tavaria et al., 2003).

1.11. Métodos

A contagem de coldnias € um método tradicional, mas para estimar curvas de crescimento
microbiano este método é demorado, intensivo e pouco preciso. A quantidade de dados
necessarios para gerar modelos de confianca levou os investigadores a usar métodos como o
da turbidimetria ao invés do método de contagem (Wu et al., 2000).

E um principio bem conhecido que os microrganismos ao crescerem aumentam a turbidez no
seu meio de crescimento. Ao medir-se a turbidez ao longo do tempo, pode reproduzir-se uma
curva de densidade optica (OD). A curva reflecte o crescimento (aumento da concentracao)
do organismo de interesse. E possivel medir a turbidez através do aparelho Bioscreen.

O Bioscreen é um sistema concebido para automatizar o trabalho de rotina em microbiologia.
Ele usa um formato de micro-placas (10x10 pocos), que é especialmente adequado para o
controlo de temperatura. Possui duas placas em favo de mel cobertos, tornando possivel
executar 200 amostras em simultaneo. Este equipamento é controlado por um computador e

possui um incubador; agitador e leitor, equipado com 8 filtros de 405nm a 600nm. O
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Bioscreen é usado para monitorizar o crescimento de culturas puras e mistas de bactérias;
leveduras; fungos; células ou fagos; e para verificar o efeito de parametros simples ou
multiplos, tais como a temperatura e os diferentes produtos quimicos. A informacdo das
medicoes de turbidez é processada para gerar curvas de crescimento microbioldgico e estes
sao exportados para um computador (para MS Excel).
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Capitulo Il - Materiais e Métodos

2.1- Materiais e reagentes

Durante o trabalho experimental foram utilizados os seguintes reagentes (tabela 8). Foram

também usados os equipamentos e os meios de cultura mencionados na tabela 9 e tabela 10,

respectivamente.

Tabela 8- Lista de reagentes.

Reagentes Pureza % Fornecedor
Acido acético 99,7 Sigma- Aldrich
Acido lactico 80 Galactic

Sorbato de potassio 98 REIPU
Acetato de sodio 99,9 Sigma- Aldrich

Acido cloridrico

Hidréxido de sédio

Composicao da ampola: 0,365% de acido
cloridrico e 99,635% de agua

Composicao da ampola: 8% hidroxido de
sodio e 92% de agua

Sigma- Aldrich

Sigma- Aldrich

Meio OCLA OXO0ID
Meio RBC MERCK
Meio MRD MERCK
Meio TSB MERCK

Agua peptonada MERCK
YE MERCK
VASCOPLAST 500ppm natamicina (E235) + 2% sorbato DSM
de potassio (E202)
Delvocoat 3000ppm natamicina(E235) + 2% sorbato DSM
de calcio (E203)
Tabela 9- Lista dos equipamentos.
Aparelho Marca Modelo
Autoclave Tuttnauer 3850M
Balanca analitica AND FR-200
Estufa 37°C Binder 3.1
Estufa 27°C Selecta P digitronic
Bioscreen Thermo Labsystems C
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Tabela 10- Lista dos meios de cultura.

Meio / Composicao (g/litro) TSB MRD RBC &%‘;“’a ga  OCLA®
Peptona de caseina 17,0 - - 10,0
Peptona de farinha de soja 3,0
Peptona - 1,0
Glucose 2,5 - 10,0 - 2,0
NacCl 5,0 8,5 - 5,0 5,0
K,HPO, 2,5 - 1,0 1,5
Mycological peptone - - 5,0
MgSO, - - 0,5
Rose bengale - - 0,05
Chloramphénicol - - 0,1
Agar-agar - - 15,5 - 12,0
Na,HPO,.12H,0 - - - 9,0
Na,HPO, - - - - 2,5
x-glucoside - - - - 0,05
LiCl - - - - 10,0
Digestivos enzimaticos de tecidos animais - - - - 18,0
Digestivos enzimaticos de caseina - - - - 6,0

*- A este meio foram adicionados dois suplementos: Brilliance Listeria Differencial Suplemente (SR0228E) e
OCLA(ISSO) Selective Suplemente (SR0226E).

2.2- Parte experimental

2.2-1. Cultura

No trabalho experimental foram utilizados dois microrganismos, a Listeria innocua (ATCC
33090, OXOID) e a Listeria monocytogenes, esta foi isolada a partir de queijos feitos com

leite cru naturalmente contaminados.

24



Aplicacao de conservantes alimentares para controlo da contaminacao por Listeria spp. e bolores em queijos

2.2-2. Queijos

Para testar o efeito dos conservantes foram utilizados queijos produzidos na Cooperativa
de Produtores de Queijos da Beira Baixa - Idanha-a-Nova, CRL. Utilizaram-se dois tipos de
queijos, uns foram produzidos com leite cru de ovelha e os outros tinham mistura de leite

de ovelha e cabra, em volume de 60% e 40 %, respectivamente.

2.2-3. Design Experimental

O design experimental das experiéncias foi realizado de acordo com o “Central Composite
Design” (CCD). Foi obtido um total de nove combinacdes, incluindo o 2? de design
factorial de nivel dois; o ponto central e o ponto estrela. O nimero 2 corresponde as
variaveis independente utilizadas, que consistem no pH e na concentracio de
conservante. As nove combinacdes foram obtidas por diferentes combinacdes entre as
variaveis independentes:

e Ponto central * (0,0);

e Ponto estrela (xa,0);

e Pontos factoriais (£1,+1)

(onde o valor de a =1,414)

Tabela11: Combinacdes de pH e concentracao de conservante segundo o CCD.
Conservante pH Conservante (em %) pH

-1 -1 2 5
1 -1 4 5
-1 1 2 7
1 1 4 7
0 0 3 6
-a 0 1 6
+Ol 0 5 6
0 -a 3 4
0 +Q 3 8

*0 ponto central foi determinado em triplicado
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2.2-4. Efeito dos conservantes na Listeria spp.

A fim de obter culturas frescas, adicionou-se 100ul de Listeria innocua/Listeria
monocytogenes a 4 ml de meio TSBYE e incubou-se a 37°C durante 24 horas. Passado um
dia, adicionou-se 100ul dessa cultura a diversos tubos com 4ml de TSB com 0,6% de
extracto de levedura (TSBYE) com diferentes pHs (4,5,6,7,8). O pH destes tubos foi
acertado através do uso de HCl (1M) e NaOH (2% p/v).

Apds a preparacdo de todas as solucdes, isto é: Listeria + TSBYE; acido acético, acido
lactico, acetato de sdédio (25%) e sorbato de potassio (25%); executaram-se diferentes
combinacdes de concentracoes de conservantes e de pHs de acordo com o ponto 2.2-3.
Posteriormente procedeu-se ao preenchimento de cada poco de uma placa de 100 pocos,
com um volume total de 250ul por poco.

De seguida, introduziu-se a placa no aparelho Bioscreen. Este permitiu a leitura de 10 em
10 minutos por um periodo de 24horas da densidade optica de cada poco, numa banda de
comprimentos de onda entre os 420-560nm.

Posteriormente repetiu-se a experiéncia ajustando o pH ao pH comum do queijo (4-6) e
diminuiu-se a concentracao de conservante (0,5 % - 3 %). Neste ensaio testou-se apenas o

efeito do acido lactico e do acido acético na Listeria innocua e Listeria monocytogenes.

2.2-5. Efeito da turbidez

A partir de uma placa OCLA com Listeria innocua, retirou-se uma colonia de Listeria
innocua com o auxilio de uma zaragatoa para um tubo de 5 ml de MRD, até atingir uma
turbidez de 1McF (método por comparagdo com um Kit, Mc Farland Standard,
Biomérieux). Desse tubo retirou-se 100yl para tubos de ensaio com 10ml de TSBYE. A trés
desses tubos adicionaram-se os conservantes, com diferentes concentracoes (1%, 2%, 5%)
de acido acético, acetato de sodio, acido lactico e sorbato de potassio. Com estes tubos
foram feitas cinco diluicoes e inocularam-se 100pl de cada tubo para placas OCLA. Os
tubos e as placas foram incubados 24h a 37°C. Passado um dia, procedeu-se ao registo de
pH, da turbidez e a contagem de Listeria.

Foi feito o mesmo estudo para o caso dos bolores e da flora microbiana, com o meio de
cultura RBC, incubado a 27°C durante 7dias.
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2.2-6. Contaminacao e analises aos queijos

2.2-6.1. Solucao de contaminacao
A solucao de contaminacao foi preparada da seguinte forma: a 96% de agua adicionou-se
2,5% de TSBYE com Listeria innocua e 1,5% de MRD contendo bolores. Desta mistura
retirou-se 4mL de amostra para posterior contagem de bolores e Listeria innocua. Esta

solucdo apresentava uma concentracdo de bactéria entre 10°-10%/ml.

2.2-6.2. Analise da solucao de contaminacao

A partir da amostra da solucao de contaminacao retirou-se 100ul para um tubo de ensaio com
10ml de TSBYE e procedeu-se a seis diluicoes. Desses tubos inocularam-se 100ul para placas
OCLA (37°C/24h) e placas RBC (27°C/3-5dias). Passado o tempo de incubacao, registou-se o

pH e o nimero de colonias de Listeria e bolores.

2.2-6.3. Contaminacao (dia 0)

Os queijos foram imersos um a um na solucao de contaminacao por breves segundos (2-5s) e
colocados na camara de maturacdo com a temperatura entre 8-11°C e com humidade relativa

entre 89-95% ou na estufa a 27°C, dependo do teste que se estava a realizar.

2.2-6.4. Analise a casca do queijo (dias 1; 5/7; 12/13)

Passou-se uma esponja estéril (Polywipe TM, Medical Wire & Equipment) pela superficie do
queijo (1face) e colocou-se essa esponja num saco estéril que continha 25ml de agua
peptonada, por um periodo de tempo de 30 minutos a temperatura ambiente. Retirou-se
100pl da solucao desse saco e procedeu-se como em 2.2-6.2. Passado os dias de incubacao

procedeu-se a contagem de coldnias por cm?.
2.2-6.5. Solucao com o conservante (dia 1)

Prepararam-se as seguintes solucoes: 95% de agua destilada/ 5% de acido acético e 60% de
agua destilada/ 40% de Delvocoat. Todos os queijos foram mergulhados durante breves
segundos (2-5s) na solucao de conservante. Posteriormente os queijos eram armazenados na

camara/estufa.
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2.2-7. Analise sensorial/ Prova de queijos

Dois queijos, um sem adicao de qualquer conservante e outro apenas com adicao de 5% de
acido acético, foram lavados com agua corrente e secos. Foram partidos e colocados a
disposicao de um painel de provadores constituido por trés técnicos da Cooperativa, através
de amostras cegas. Apds a prova dos queijos foram recolhidas as consideracdes sobre a

presenca de sabores e odores estranhos ao queijo.
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Capitulo lll- Resultados / Discussao

3.1- Listeria innocua vs Listeria monocytogenes

Como podemos observar pela figura 4 o comportamento do crescimento das espécies, Listeria

innocua e Listeria monocytogenes, ao longo do tempo é semelhante.

Listeria innocua vs Listeria monocytogenes
1,000
0,800
B
=
g 0,600
o
8
= 0,400 Listeria innocua
8
— | isteria
0,200
monocytogenes
0,000
0 5 10 15 20 25
Horas

Figura 4- Curvas de crescimento da Listeria innocua e da Listeria monocytogenes.

Pela observacao do grafico, a fase lag é relativamente curta, o que esta de acordo com o que
afirmou Ryser and Marth (2007), que a Listeria monocytogenes quando era cultiva a 37°C a
fase lag era de 1,7 horas. Quanto a fase exponencial também esta de acordo com o que esta
descrito na literatura, como comprovou Whiting and Bagi (2001), a fase exponencial dura

cerca de 3 horas.

Devido as semelhancas no crescimento de ambas as espécies e para evitar a contaminacgéo de
Listeria monocytogenes no interior da empresa, foi decidido usar Listeria innocua como

microrganismo indicador por este nao ser considerado patogéneo.

3.2- Efeito do pH no crescimento da Listeria spp.

No controlo deste ensaio foi usada a Listeria innocua e Listeria monocytogenes a diferentes
pHs, e como podemos ver pela figura 5,6 e 7, a Listeria a pHs mais baixos cresce menos do

que a pHs basicos.
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Percentagem de inibicao da Listeria innocua em
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Figura 5 - Efeito do pH (4-7) no crescimento da Listeria innocua (n=2)

Para estudar o efeito do pH no crescimento de Listeria innocua, foi usado o meio TSBYE a
diferentes pHs. A estirpe de Listeria utilizada, segundo Marc et al. (2002) apresenta um pH
minimo de crescimento entre 4,05 e 4,36. Obteve-se uma percentagem de inibicdo de
aproximadamente 67 % a pH 4 e a pH 5.
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Figura 6 - Efeito do pH (4-6) no crescimento da Listeria innocua (n=2)
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0 mesmo se verificou em intervalos de pH mais curtos (figura 6, 7), onde em meio acido a
percentagem de inibicdo de Listeria innocua e Listeria monocytogenes € consideravel,
apresentando valores de 70% e 74% de inibicao, respectivamente. Contudo a pH baixos ambas
as espécies de Listeria apresentam valores muito semelhantes, porém a medida que aumenta
o pH esse comportamento comeca a ser discrepante.

Percentagem de inibicao da Listeria
monocytogenes em fun¢ao do pH
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80 -
70 -
8 20
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£ 40 -
X 30 -
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0
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Figura 7 - Efeito do pH (4-6) no crescimento da Listeria monocytogenes (n=2)

.....

importante referir que na maturacdo do queijo, o pH deste ndo chega atingir valores de pH
inferiores a 4,5 inclusive. Dai o factor pH por si s6 nao consegue eliminar a Listeria no queijo

apesar de contribuir para a inibicao do seu crescimento.

3.3- Analise dos conservantes no Bioscreen

Apos a analise de dados e curvas de crescimento obtidos através do Bioscreen, os resultados
foram tratados numa folha de calculo do Excel, permitindo a obtencdo de graficos de
superficie dos diferentes conservantes, nomeadamente do sorbato de potassio, do acetato de

sodio, do acido acético e do acido lactico.
e Sorbato de Potassio

A figura 8 representa os resultados para o sorbato de potassio, verificando-se percentagens de

inibicao de 100% a pH 4 e pH 8,a 1% (v/v) e 5% (v/v) de sorbato de potassio, respectivamente.
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Tais resultados parecem ser apenas explicados pelo pH, visto que a pH 8 a percentagem de
conservante é maior, o que diminui o pH e impede o crescimento de Listeria innocua. No
entanto a percentagem de inibicido com o conservante é consideravelmente maior, cerca de

mais 30% a pH 4, relativamente ao efeito de pH por si so.

Actividade do Sorbato de potassio
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Figura 8 - Efeito do sorbato de potassio no crescimento de listeria innocua.

E conhecido o efeito do sorbato de potassio na eliminacao de Listeria monocytogenes noutros
alimentos, como observou Samelis et al. (2001) quando conseguiu eliminar a Listeria
monocytogenes com 5% de sorbato de potassio em fatias de mortadela; Gonzalez-Fandos
(2007) em pernas de aves, com reducdes de 0,6 a 1,3 log de Listeria monocytogenes; e

Theron and Lues (2011) em carnes processadas refrigeradas.
« Acetato de Sodio

Os resultados do acetato de sodio estdao representados na figura 9. Verifica-se que ha
eliminacao total da Listeria innocua quando a concentracao de acetato de sddio é 3 % (v/v)
em toda a gama de pH. Contudo chega a ter percentagens negativas a concentracoes de 5%
(v/v) a pH baixos. O acetato de sodio parece ser o menos eficaz na inibicao do crescimento
de Listeria innocua. Contudo existem dados controversos na literatura relativamente a
Listeria monocytogenes, nomeadamente Neetoo et al. (2008) provou que acetato de sodio
0,25% (p/v) é capaz de inibir o crescimento de Listeria monocytogenes durante trés semanas
de armazenamento em paté de salmao. Ja Sallam (2007) verificou a capacidade dos sais de

sodio de acidos organicos, como o acetato de soédio 2,5% (p/v), para eliminar microrganismos
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de deterioracdo em fatias de salmdo quando sado sujeitas a imersdao em solucdes aquosas
destes sais. Ryser and Marth (2007) verificaram que o acetato de sodio na superficie de
salsichas inibiu o crescimento de Listeria acima dos 14 dias de armazenamento a 4-13°C.
Durante o mesmo periodo de tempo e a mesma temperatura, Theron and Lues (2011)
observaram que o acetato de sodio (2%) proporciona uma reducéao significativa no crescimento
de bactérias psicotréficas em filetes de peixe-gato. Apesar de todos os estudos até agora
terem sido realizados a temperaturas comuns as aplicadas no fabrico de queijo, o periodo de
tempo que este conservante actua sobre a Listeria ndo é adequado para o queijo, pois no
minimo o queijo permanece na fabrica entre 30 a 40 dias.
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Figura 9 - Efeito do acetato de sddio no crescimento da Listeria innocua.

o Acido Lactico

Os melhores resultados foram obtidos com os acidos. Como podemos ver na figura 10, a
percentagem de inibicdo do acido lactico ronda os 99-100% de inibicdo da Listeria innocua.
Contudo as melhores condicdes de inibicao sdo verificadas entre 2-3% (v/v) de acido lactico

entre 5-6 de pH. No entanto estamos a falar de variacoes entre 99,80% e 100%.
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Actividade do Acido lactico
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Figura 10 - Efeito do acido lactico no crescimento da Listeria innocua.

e Acido Acético

0 4cido acético também representa bons resultados, no entanto as percentagens de inibicao
da Listeria innocua sao ligeiramente mais baixas. Na figura 11, é a 1% (v/v) de acido acético e
entre 6-7 de pH que se verifica a maior percentagem de inibicdo. Porém também é de referir
que a pH 4, seja qual for a concentracdo de acido acético, a percentagem de inibicao

mantém-se elevada, mas decresce a medida que o pH aumenta.
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Figura 11 - Efeito do acido acéctico no crescimento da Listeria innocua.

Segundo Ryser and Marth (2007), a taxa de crescimento da Listeria monocytogenes na
presenca de acidos organicos varia significativamente com o tipo e concentracdo de acido e
do pH do meio. Como o acido acético apresenta um valor de pKa mais elevado, logo maior
sera a proporcao de acido nao dissociado num determinado pH. Contudo as variagdées na

percentagem de inibicao nao sao significativas.

3.4- Efeito bactericida

Para determinar se os acidos apresentavam efeito bactericida, foram repetidos os ensaios em
placa com meio OCLA (Oxoid Chromogenic Listeria Agar) a 37°C. Confirmou-se que o acido
acético tem propriedades bactericidas contra a Listeria innocua a partir de 1% (v/v) com uma
reducdo de 5,0log UFC/ml* enquanto que o acido lactico inibe a partir de 2% (v/v) com uma
reducdo de 3,5log UFC/ml%. Quanto ao acetato de sddio e o sorbato de potassio os resultados
nao foram os esperados. O acetato de sodio nao eliminou a Listeria innocua a nenhuma
concentracio, e o sorbato de potassio apenas reduziu 0,7log UFC/mL? numa concentracio de
5% (v/v).
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Tais resultados coincidem com as conclusdes de Ryser and Marth (2007), segundo as quais os
efeitos anti-Listeria foram mais pronunciados nos alimentos acidificados com o acido acético
do que com o acido lactico. Isso deve-se ao facto de os acidos organicos serem mais
bactericidas no estado nao dissociado que dissociado. O aumento da inactivacao da Listeria
na presenca de acido acético é provavelmente o resultado da maior proporcao de acido
acético ndo dissociado (~36%) ao invés do acido lactico (~5,9%) em alimentos acidificados
como o queijo a pH 5,0-5,1. Contudo o acido lactico é eficaz contra a Listeria monocytogenes
a concentracoes de 1,5% em frutas; a 1-3% em salsichas, como observou Byelashov et al.
(2010); e a 2,5/5% em fatias de mortadela, como foi verificado no estudo de Samelis et al.
(2008).

A accao do sorbato de potassio é justificado por Ray and Bhunia (2008), que verificam que
este conservante é mais eficaz contra os bolores e leveduras do que contra bactérias. Porém
as variacoes nos meios ou alimentos, no pH ou nas concentracoes de sorbato alteram a

eficacia do sorbato de potassio, Theron and Lues (2011).

Relativamente ao acetato de sodio como ja foi mencionado existem dados que compravam

que este conservante elimina a Listeria, contudo isso nao se verificou neste trabalho.

Um dos problemas que surge esporadicamente nos queijos é o aparecimento de bolores em
queijos. Por esta razdo testamos o efeito do acido acético, pois foi o que apresentou
melhores resultados na Listeria innocua, e o efeito do conservante usado diariamente no
fabrico do queijo, o Delvocoat, na eliminacao da Listeria innocua e em bolores. A 2% e 5%
(v/v) de acido acético a reducao de bolores foi de 4,3 log UFC/ml, mas a 1% (v/v) sé reduziu
1,6log UFC/mLl. Para verificarmos o efeito bactericida comparou-se o efeito do Delvocoat, do

acido acético (5% v/v) e da juncao dos dois (figura 12).
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Figura 12 - Efeito do bactericida e fungicida do acido acético/Delvocoat (A); Delvocoat (B); acido

acético (C) contra a Listeria innocua (1) e os bolores (2).

Como observamos pela figura 12, relativamente a 1 verificamos que o Delvocoat nao
apresenta efeito bactericida na Listeria innocua, ao contrario do acido acético. Porém em A1
verifica-se que também nao existe nenhuma colonia de Listeria innocua, tal facto parece
dever-se apenas a accao do acido acético. Relativamente a 2 verifica-se o contrario, o acido

acético ndo possui o efeito fungicida do Delvocoat.

Para determinar o efeito do acido acético na flora microbiana adicionada ao queijo de
mistura, ou seja, para determinar que tipo de queijo (fresco/curado) iria usar para os testes
na superficie dos queijos, testaram-se trés leveduras (Debaryomyces hansenii; Cdndida spp.;
Levain (mistura de Debaryomyces hansenii e micrococcus sp. )) comummente adicionadas.
Verificou-se que o acido acético elimina também estas leveduras independentemente da
concentracao usada. Logo nao poderia usar queijo fresco nos estudos preliminares porque

estaria afectar a flora responsavel pela maturagao do queijo.
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3.5- Analise em queijos

e (Camara (8-11°C; 89-95% humidade)

Neste estudo foram usados queijos com 8 dias. Como podemos ver pela tabela 12, os
resultados foram bastante diferentes dos testes in vitro. Ao 5° dia ainda se nota um
decréscimo de Listeria innocua com 2% de acido acético, mas inesperadamente no 12°dia o
controlo positivo ainda continha menos Listeria innocua do que com 2% de acido acético, dai
este teste ter sido suspenso. Como o queijo continua a sua maturacao, pode explicar o
decréscimo de Listeria innocua ao longo da maturacdo. E possivelmente os queijos imersos
em acido acético poderiam ter sido contaminados, ou entdao microrganismos desconhecidos
poderiam estar a metabolizar o acido e os produtos desta metabolizacdo estarem a ser
consumidos para o crescimento de Listeria innocua.

Tabela 12- Contagem de Listeria innocua (log UFC/cm?) na casca dos queijos tratados com 2% (v/v) de

acido acético, inoculados com Listeria innocua, e armazenados a 8-11°C durante 12 dias. O limite de
deteccéo foi -0,6 log UFC/cm?.

Dias de contaminacdo
Tratamento 1 5 12
(9dias) (14dias) (20dias)
Negativo -0,6 -0,2 0
Positivo 2,3 2 1
2% Acido 2,3 1,8 1,6
acético

Verificamos uma inibicdo de 1,3 log no controlo positivo e 0,7log com 2% acido acético num

periodo de 12 dias de cura.
e Estufa (27°C)

Para garantir o crescimento eficaz da Listeria innocua, novos queijos, desta vez com um dia,
foram inoculados com Listeria innocua e bolores e, posteriormente colocados na estufa a
27°C. Como podemos verificar (tabela 13) o acido acético é mais eficaz que a conjugacao
deste com o conservante comercial usado na fabrica (Delvocoat). Neste estudo aumentamos a

concentracao de conservante para 5%, visto que a 2% nao eliminou Listeria innocua.
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Tabela 13- Contagem de Listeria innocua (log UFC/cm?) na casca dos queijos tratados com 5% (v/v) de
acido acético e com Delvocoat, inoculados com Listeria innocua e bolores, e armazenados a 27°C por 13
dias.

Dias de contaminacao
Tratamento 7 13
(8dias) (14dias)
Negativo 0 0
Positivo 1,93 1,66
5% Acido acético + Delvocoat -0,4 0
Delvocoat 0,7 0
5% Acido acético 0 0

Mostra que o acido acético a 5% (v/v) tem propriedades anti-Listeria em queijos incubados
em condicoes optimas para a Listeria. No entanto, estas temperaturas nao sido usadas na
maturacao do queijo.

Tabela 14- Contagem de bolores (log UFC/cm?) na casca dos queijos tratados com 5% (v/v) de acido
acético e com Delvocoat, inoculados com Listeria innocua e bolores, e armazenados a 27°C por 13 dias.

Dias de contaminacao
Tratamento 7 13
(8dias) (14dias)
Negativo 0 0
Positivo 3,2 2,7
5% Acido acético + Delvocoat 0,9 1,2
Delvocoat 3,2 2,9
5% Acido acético 3,7 2,3

Pela tabela 14, verificamos que o produto usado diariamente na fabrica elimina os bolores
eficazmente juntamente com o acido, contrariamente ao acido acético, que nao parece inibir

o crescimento de bolores nos queijos.

O Delvocoat é usado para eliminar os bolores, porém nesta experiéncia isso nao se verificou.
Este conservante é maioritariamente constituido por natamicina, que perde 10% da sua
actividade entre os valores de pH 3,0 e 5,0. E neste intervalo de pH que o queijo se encontra
durante os primeiros 13 dias de maturacao. O queijo nos primeiros 13dias tem uma descida de
pH de 5,8 para 4,7. Também podia ter ocorrido uma recontaminacao dos queijos por esporos

dos bolores libertados dentro da estufa.

Verifica-se que ha accdo sinergética entre o acido acético e o Delvocoat para a eliminacao
dos bolores, ja que o Delvocoat e o acido acético reduziram 0,3 log e 1,4 log,
respectivamente, enquanto que o acido acético juntamente com o Delvocoat reduziram logo

2,3log nos primeiros sete dias de incubacao.
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Estes resultados estao de acordo com os obtidos laboratoriamente, como podemos ver pela
figura 12.

Aparentemente os queijos estavam de acordo com os resultados (figura 13).

Figura 13 - Aspecto dos queijos, inoculados com bolores e Listeria innocua e incubados a 27°C. A-
controlo positivo a 8°C; B- controlo positivo 27°C; C- 5% (v/v) acido acético; D - Delvocoat; E- controlo

negativo; F- 5% (v/v) acido acético + Delvocoat.

Para além do Delvocoat, os queijos no final da maturacado sdo sujeitos a outro conservante, o
Vascoplast. Assim a experiéncia anterior foi repetida mas com este conservante, contudo nao
se obtiveram resultados, pois como foram usados os mesmos queijos, estes ja se escontravam
muito rijos e secos o que impossibilitou a implantacao de Listeria innocua na superficie dos

queijos.
e (Camara

Como os estudos realizados na estufa deram resultados favoraveis, foi repetido o estudo, nas

mesmas condicées na camara de maturagdo, excepto que agora os ensaios decorrem a 8-11°C
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e 89-95% de humidade relativa para expor os queijos as condicdes reais de maturacio
(tabela15).
Tabela 15- Contagem de Listeria innocua (log UFC/cm?) na casca dos queijos tratados com 5% (v/v) de

acido acético e com Delvocoat, inoculados com Listeria innocua e bolores, e armazenados a 8-11°C por
13 dias.

Dias de contaminacao
Tratamento
7 13
Negativo -0,5 0
Positivo 1,7 0,4
5% Acido acético 1,5 1
0, A . el
5% Acido acético + 1,8 15
Delvocoat
Delvocoat 1,3 2

Mais uma vez os estudos na camara foram contraditorios relativamente aos resultados obtidos
in vitro e na estufa. Analisando a tabela 15, referente a Listeria innocua, nao ha diferencas
significativas com adicdo de acido acético ou Delvocoat. Inesperadamente, a reducdo de
Listeria innocua com acido acético nao foi atingida tal como a 27°C na estufa. O Delvocoat

nao parece ter qualquer propriedade anti-Listeria.

Tais factos podem ser justificados pelo aumento de pH ao longo da maturacao do queijo
(tabela 16), pois como verificamos pelos ensaios do Bioscreen, o pH basico favorece o
crescimento de Listeria innocua. Para além disso com o aumento de pH a concentracdo de

acido nao dissociado diminui levando a diminuicao da eficacia na eliminacédo da Listeria.

Tabela 16- Registo de pH ao longo dos dias de maturacao do queijo.

Dia 1° 2° 7° 13° 15° 22°

pH do queijo 4,89 4,84 4,61 4,67 4,72 5,83

pH do queijo ¢/ acido
acético

4,66 4,69 5,72

Para além destas razdes, Faleiro et al. (2003) verificam que estirpes de Listeria
monocytogenes isoladas a partir de queijo, apresentam tolerancia acida quando cultivadas a
pH5,5. Os microrganismos presentes no queijo tendem a ser mais tolerantes ao pH
relativamente aos que estdo presentes na carne ou o peixe, isso é reflexo do baixo pH do
queijo relativamente aos outros alimentos. Contudo o intervalo de pH a que as estirpes de
Listeria monocytogenes podem crescer é modificado pela baixa temperatura. Fernandes

(2009) especifica que a temperaturas de refrigeracao (4-10°C), o limite inferior de pH para o
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crescimento de Listeria em alimentos tende a ser consideravelmente maior e, observou que

quando é usado o acido acético como acidulante, o limite inferior de pH é menor que 5,2.

Quanto aos resultados referentes aos bolores (tabela 17), é inexplicavel que ao 14°dia o
queijo que nao foi contaminado tenha 2,6 log UFC/cm? comparativamente ao queijo que foi
contaminado que sé apresenta 0,7log UFC/cm? de bolores. Tal facto pode dever-se a uma
contaminacao ambiental pelos esporos presentes no ar. E ao contrario do que era de esperar,

0 queijo com acido acético € o que tem o maior valor.

Tabela 17- Contagem de bolores (log UFC/cm?) na casca dos queijos tratados com 5% (v/v) de écido
acético e com Delvocoat, inoculados com Listeria innocua e bolores, e armazenados a 8-11°C por 13
dias.

Dias de contaminacéo
Tratamento
7 13
Negativo 0,1 2,6
Positivo 1,5 0,7
5% Acido acético 2,2 3,8
0, i . ol
5% Acido acético + 0,5 0
Delvocoat
Delvocoat 0 0

Neste ensaio o Delvocoat foi mais eficaz e o acido acético parece nao ter tido um efeito
fungicida quando os queijos sdo colocados na camara. Talvez o efeito de recontaminacao dos

queijos com esporos do ar expliquem os valores e a accao persistente do Delvocoat.

Geres et al. (2009) evidencia que o mecanismo exacto dos antimicrobianos muitas vezes nao
podem ser definidos, uma vez que existe uma complexa interaccao entre os diferentes
compostos produzidos durante o crescimento celular, podendo apresentar sinergia entre eles.
Além disso, as diferencas na sensibilidade entre as espécies de bolores pode estar relacionada
com a sua capacidade em alterar o metabolismo celular em resposta a condi¢cdes de stress

acido.

3.6- Novos testes no Bioscreen

Visto que os resultados in vitro foram bastante eficazes para a eliminacao de Listeria, apos a
dificuldade de justificar os resultados dos testes realizados na camara, foram novamente
realizados testes no Bioscreen, no qual foram testados apenas dois conservantes (ac. acético
e ac. lactico) a concentracdées mais baixas (0,5% - 3%) e num intervalo de pH semelhante ao

do queijo (pH 4-6).
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Como podemos observar pela figura 14, a percentagem de inibicao diminuiu

comparativamente com os primeiros resultados (figura 11). Pela analise desta figura

verificamos que a 3 % de acido acético a percentagem de inibicdo no segundo ensaio é cerca

de 14% mais baixo que no primeiro. Contudo verifica-se que ha medida que a concentragao de

conservante aumenta a percentagem de inibicido também aumenta. Sendo o comportamento

do pH quase irrelevante dentro da mesma gama de concentracao.

Inibicao da Listeria innocua por acido acético

80
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% inibicao

0
-20
-40

Concentragao de acido Acético (%)

Figura14 - Efeito do acido acéctico no crescimento da Listeria innocua.

0 mesmo se verificou com o acido lactico (figura 15), apresentando uma reducao de 16% na

percentagem de inibicao comparativamente aos primeiros ensaios (figura 10).
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Inibicao de Listeria innocua por acido Lactico

100

80

60

40

20

%inibigao

-20

-40

-60

0,5 0,75 1

Concentragao de acido Lactico (%)

Figura 15 - Efeito do acido lactico no crescimento da Listeria innocua.

Pela analise da figura 16, verifica-se que a partir do pH 5 o aumento da percentagem de
inibicdo é consideravelmente maior em relacdo a Listeria innocua. Contudo verifica-se o
mesmo comportamento na Listeria monocytogenes e na Listeria innocua face ao acido
acético, havendo um aumento na inibicdo ha medida que a concentracao de acido aumenta a

um pH constante. Porém as percentagens de inibicdo sao menores.
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Inibicao Listeria monocytogenes por acido acético
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Figura 16 - Efeito do acido acéctico no crescimento da Listeria monocytogenes.

Analisando o comportamento do acido lactico na Listeria monocytogenes (figura 17), verifica-
se que é diferente relativamente aos anteriores. A maior e menor percentagem de inibicdo é
atingida a 0,5% de ac.lactico. A inibicao é elevada em meio acido e mais baixa em meio
basico. O que leva a constatar que o efeito da inibicao é devido ao pH e nao ao acido. Outra
alteracdo observada é que o comportamento do acido na Listeria monocytogenes nao varia
muito com o aumento da concentracao, chegando mesmo a verificar-se uma diminuicao da
inibicdo a medida que aumenta a concentracdo. Contudo ha uma excepcao a pH 6, onde é
observada a mesma tendéncia que nas figuras 14,15,e 16, onde a percentagem de inibicao
aumenta com o aumento da concentracao. Este resultado nao se enquadra com os restantes,

nem com os valores de pH 4 e 6 que inicialmente inibiram em 74% e 43%, respectivamente o

crescimento da Listeria monocytogenes.
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Inibicao Listeria monocytogenes por acido lactico

% de inibicao

pH

Concentragao de acido lactico (%)

Figura 17 - Efeito do acido lactico no crescimento da Listeria monocytogenes.

3.7- Analise sensorial/ Prova de queijos

Apds a prova de queijos, os provadores nao identificaram qualquer tipo de alteracao no sabor

ou aroma dos queijos que foram tratados com acido acético. Tal facto possibillita o uso de

acido acético para eliminar as bactérias, nomeadamente a Listeria monocytogenes, que

possam existir na superficie do queijo sem afectar as suas caracteristicas.
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Capitulo IV

4.1- Conclusoes Gerais

O objectivo global do presente trabalho era encontrar um conservante alimentar capaz de
eliminar os microrganismos, especificamente a Listeria monocytogenes e os bolores, que

aparecem esporadicamente durante a producao de queijo.
Assim obtiveram-se as seguintes conclusoes gerais:

e A pH baixos (4 - 4,5) a percentagem de inibicao da Listeria innocua e da Listeria

monocytogenes é cerca de 70%.

e Cada conservante utilizado possui efeitos diferentes na eliminacao da Listeria

innocua/ Listeria monocytogenes.

e Todos os conservantes aumentam a percentagem de inibicdo relativamente a

inibicao provocada apenas pelo pH.

e O acetato de sodio foi o conservante menos eficaz na eliminacdo da Listeria

innocua.

e 0O acido acético parece ser o conservante mais eficaz na eliminacdo da Listeria
innocua, pois foi o que apresentou maior inibicdo a concentracoes baixas.
Contudo quando aplicado nos queijos armazenados a baixas temperaturas o seu

efeito ndo é muito pronunciado.

e 0 acido acético a 5% apresenta propriedades anti-Listeria em queijos incubados a

temperaturas optimas de crescimento para a Listeria.
e 0O Delvocoat nao parece ter qualquer propriedade anti-Listeria.
e 0 acido acético nao possui qualquer efeito na eliminacao de bolores.

e A conjuncdo do Delvocoat e acido acético parece ser promissora na reducao de

Listeria innocua e bolores.

e 0 acido acético nao altera o sabor e aroma do queijo.
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4.2- Perspectivas Futuras

Efectuar estudos em queijos com um tempo de maturacao maior, com o objectivo de

diminuir a interaccao da flora microbiana com o conservante.

Aplicar dois conservantes, por exemplo o acido acético e o sorbato de potassio, afim

de eliminar a Listeria e os bolores, respectivamente.

Armazenar os queijos, depois de tratados, em embalagens estéreis, com o ambiente

envolvente controlado, para reduzir o risco de contaminagao por via aérea.
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