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RESUMO

SIMONCELLO, Bruna Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de
2023. Efeito da pré-incubagao de Pseudomonas fluorescens no leite UHT
reconstituido desnatado e adicionado de diferentes blends de fosfato.
Orientador: italo Tuler Perrone. Coorientador: Antdnio Fernandes de Carvalho.

O leite é um alimento completo e altamente suscetivel a contaminagao. A protedlise
microbiana contribui com a degradacéao do leite e tem consequéncia também sobre a
vida de prateleira de seus derivados. Entre o género Pseudomonas , podemos desta-
car a espécie P. fluorescens que mostra consideravel importancia na deterioragcao do
leite. Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade do leite UHT
(ultra-high temperature) reconstituido processado a partir de leite contaminado inten-
cionalmente com a cepa de bactéria psicrotrofica proteolitica P. fluorescens 07TA e
adicionado de diferentes blends de sais estabilizantes, visto que a legislagdo brasi-
leira, permite a adigdo destes em concentragbes nao superior a 0,1%. Foram realiza-
das atividades como a caracterizagao da amostra A (leite desnatado reconstituido e
processado); tratamento térmico prévio; padronizagao, ativagado e inoculagéao da cepa
P. Fluorescens 07A; adicao de blends de fosfato e tratamento UHT. Além disso, ana-
lises microbioldgicas e fisico — quimicas foram realizadas durante 90 dias de estoca-

gem a temperatura de 25 °C.

Palavras chave: Tratamento térmico. Fosfatos. Analises fisico-quimicas. Analises mi-

crobioldgicas. Leite em po.



ABSTRACT

SIMONCELLO, Bruna Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January,
2023. Effect of pre-incubation of Pseudomonas fluorescens in reconstituted
skimmed UHT milk and added with different phosphate blends. Adviser: italo Tuler
Perrone. Co-adviser: Antdnio Fernandes de Carvalho.

Milk is a complete food and highly susceptible to contamination. Microbial proteolysis
contributes to the degradation of milk and also has consequences on the shelf life of
its derivatives. Among the genus Pseudomonas , the species P . fluorescens has
shown considerable importance in milk spoilage. Therefore, this study aimed to
evaluate the stability of reconstituted UHT (ul-tra-high temperature) milk processed
from milk intentionally contaminated with the strain of proteolytic psychrotrophic
bacteria P. fluorescens 07A and added with different blends of salts stabilizers, since
the Brazilian legislation allows the addition of these in a concentration not higher than
0.1%. Activities were carried out such as the characterization of sample A
(reconstituted skimmed milk); previous heat treatment; standardization, activation and
inoculation of the P. Fluores-cens 07A strain; addition of phosphate blends and UHT
treatment in sample A. In addition, microbiological and physical-chemical analyzes

were carried out during 90 days of storage at a temperature of 25 °C.

Keywords: Thermal treatment. Phosphates. Physicochemical analysis. Microbiological

analysis. Powdered milk
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1. INTRODUGAO

O leite € um alimento completo e altamente suscetivel a contaminagao e

desenvolvimento de micro-organismos devido a diversidade de nutrientes, valor de pH
préximo a neutralidade (Netto, 2012). A fragdo proteica no leite de vaca representa
cerca de 3,4 % de proteina, dividida em trés grupos principais: caseinas, proteinas do
soro e nitrogénio nao proteico (Netto, 2012).
Leite UHT (ultra-high temperature) reconstituido € o produto elaborado a partir de leite
em po previamente reconstituido, homogeneizado e submetido, durante 2 a 4
segundos, a uma temperatura entre 130°C e 150°C , mediante processo térmico de
fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32°C e envasado
sob condi¢gdes assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas
(Brasil, 2013)

O leite UHT se destaca no mercado por ser um produto de vida de prateleira
estendida, o que oferece comodidade ao consumidor. Entretanto, a desestabilizacao
ou geleificagéo do leite UHT é uma grande preocupagao para as industrias de lacteos,
uma vez que limita a sua vida util e o potencial de mercado deste produto (Alves et
al., 2016).

A protedlise microbiana contribui com a degradacdo do leite e tem
consequéncia também sobre a vida de prateleira de seus derivados. A
desestabilizagcdo da disperséo coloidal do leite de consumo esta relacionada com a
presengca de micro-organismos psicrotroficos na matéria-prima e tem sido relatado
como um problema de ordem mundial. Uma das principais causas apontadas para o
problema de geleificagdo deste produto é a agdo de enzimas proteoliticas produzidas
por bactérias psicrotroficas sobre as fragdes de caseina do leite (Bagliniere et al.,
2017). A maioria das proteases de psicrotréficos atua sobre a micela de caseina
preferencialmente as proteinas do soro, sendo que as fragdes mais susceptiveis sao
a k-caseina e [B-caseina (Chen et al., 2003). Entre os género Pseudomonas, a
espécie P . fluorescens tem mostrado consideravel importancia na deterioracdo do
leite (De Jonghe et al., 2011; Rasolofo et al., 2010). Embora os microrganismos
psicrotréficos sejam inativados pelo calor, tratamento comumente usado na industria
de laticinios, suas proteases extracelulares sdo geralmente termorresistentes e

mantém suas atividades mesmo apds o leite pasteurizado ou submetido ao
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tratamentos de ultra-alta temperatura (UHT) (McPhee e Griffiths, 2011).

Pseudomonas fluorescens 07A, uma cepa proteolitica, foi isolada de leite cru a
granel (Pinto, 2004; Martins et al., 2005) e produz uma protease extracelular
responsavel pela deterioracédo do leite, mesmo em baixas temperaturas.

A legislagao brasileira, permite a adigao de sais estabilizantes (citrato de sddio,
monofosfato de sédio, difosfato de sddio, trifosfato de sdédio combinados ou ndo) no
leite UHT em concentrag&o nao superior a 0,1% (Brasil, 1997). Esses sais atuam como
agentes quelantes de calcio e aumentam a estabilidade térmica do leite, pois
sequestram o calcio ibnico durante o processamento e estabilizam micelas de caseina
(Tsioulpas et al., 2010; Boumpa et al., 2008; Gaucheron, 2005; Udabage et al., 2001).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a estabilidade de leite UHT reconstituido processado a partir de leite
contaminado intencionalmente com a cepa de Dbactéria psicrotréfica

proteolitica P . fluorescens 07A.
2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da qualidade da matéria-prima e com a adicao de diferentes
sais estabilizantes na estabilidade de leite UHT durante sua vida de prateleira.

Acompanhar as caracteristicas fisicas-quimicas e microbiolégicas de leite
reconstituido, com pré - incubacao da cepa proteolitica P. fluorescens 07A, durante

90 dias de estocagem.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Leite em p6 desnatado no Brasil

Entende-se por leite em pd o produto que se obtém por desidratagao do leite
de vaca, integral, parcialmente desnatado ou desnatado de acordo com teor de
gordura correspondente (menor ou igual a 1,5%) e apto para a alimentagdo humana,
mediante processos tecnologicamente adequados, leite em pdé desnatado (Brasil,
2018).

A producgéo de leite em pd apresenta como vantagem uma maior facilidade de


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pseudomonas-fluorescens
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216304933#bib0170
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216304933#bib0135
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transporte, armazenamento e manuseio do produto final, seja ele para o consumo na
forma direta, ou como ingrediente na elaboragcdo de outros produtos alimenticios
(Balke et al. 2014).

Leite pasteurizado reconstituido: produto elaborado a partir de leite em pé
previamente reconstituido submetido a aquecimento em temperatura entre 72°C a
75°C durante 15s a 20s (quinze segundos a vinte segundos), exclusivamente em
equipamentode pasteurizagdo a placas, dotado de painel de controle com
termoregistradore termo-regulador automaticos, valvula automatica de desviode fluxo,
termbmetros e torneiras de prova, seguindo-se resfriamentoimediato em circuito
fechado e em equipamento a placasaté temperatura igual ou inferior a 4°C (Brasil,
2013).

Leite ultra-alta temperatura (UHT ou UAT) reconstituido: produto elaborado a
partir de leite em po previamente reconstituido, homogeneizado e submetido, durante
2 a 4 segundos, a uma temperatura entre 130°C e 150°C , mediante processo térmico
de fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32°C e
envasado sob condi¢cdes assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente
fechadas (Brasil, 2013).

Os leites reconstituidos terao como ingredientes obrigatérios agua potavel e
leite em pd, admitindo-se como ingredientes opcionais creme de leite, manteiga extra
ou de primeira qualidade sem sal, gordura anidra de leite (Brasil, 2013).

Além das informagbes obrigatérias no rétulo do leite UHT e do leite pasteurizado
reconstituidos, contidas na legislacdo em vigor, devera ser acrescentado o termo
"RECONSTITUIDO" & denominagéo de venda dos produtos (Brasil, 2013).

3.2. Leite UHT

O leite UHT (Ultra High Temperature) é o produto lacteo que possui longa vida
util sem necessidade de ser mantido refrigerado durante o armazenamento (Vianna et
al., 2012).

Devido a sua importancia econOmica, tecnologias mais avancadas sao
necessarias, a instabilidade térmica da matéria-prima pode causar floculacédo do leite
nas superficies do trocador de calor e formagéao de sedimentos e gelificagdo durante
0 armazenamento, o que pode levar a rejeigdo dos consumidores.

Quando o leite é aquecido, o pH diminui, reduzindo a repulsio eletrostatica,
levando a desestabilizacdo das micelas de caseina, deposicado de fosfato de calcio
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e aumento da concentragao de calcio ionizado (SINGH, 2004).

Portanto, o valor do pH e o calcio ionizado sao fatores importantes que
controlam a estabilidade térmica do leite em altas temperaturas. (TSIOULPAS et al.,
2010; BOUMPA et al., 2008; TSIOULPAS et al., 2007).

3.3. Micro-organismos psicrotréficos no leite

Os microrganismos que geralmente contaminam o leite se multiplicam em uma
ampla faixa de temperatura. De acordo com a faixa de temperatura e temperatura de
reproducao ideal, os microrganismos podem ser divididos em bactérias psicrofilicas,
bactérias mesofilicas e bactérias termofilicas. Microrganismos psicrofilicos sdo micror-
ganismos cuja temperatura de reprodugao esta entre 0 °C e 20 °C, e a temperatura
6tima é inferior a 15 °C (Morita, 1975). As bactérias mesdfilas constituem uma popu-
lagdo que inclui a maioria dos microrganismos acidificantes do leite, caracterizando-
se por se reproduzir entre 20 °C e 45 °C, sendo que a temperatura 6tima de reprodu-
cao esta entre 30 °C e 40 °C (Jay et al., 2005). Bactérias termofilicas sdo definidas
como bactérias cuja temperatura 6tima de reproducéao esta entre 45 °C e 65 ° C. Para
algumas espécies consideradas bactérias extremamente termofilicas, a temperatura
de reproducédo pode chegar a 90 °C, com a temperatura mais baixa em torno de 35 °C
(ICMSF, 1994).

Entre as bactérias psicrofilicas contaminadas, Pseudomonas é o género mais
comumente encontrado em leite refrigerado e laticinios (Adams et al., 1976).

As enzimas proteoliticas da microbiota psicrotrofica, em sua maioria, sédo
resistentes aos tratamentos térmicos aplicados no processamento de leite e
derivados. A atividade residual dessas enzimas gera problemas de ordem tecnoldgica
como perda de estabilidade térmica do leite, coagulagcdo doce em leite UHT. Tais
problemas s&o ainda mais agravantes no Brasil, pois ainda hoje, em muitas
propriedades a matéria-prima é de baixa qualidade. Por isso estudos com micro-
organismos psicrotroficos e suas enzimas podem gerar contribuigdes para a cadeia
produtiva do leite (Netto, 2012).

Muitas dessas enzimas mantém grande parte de sua atividade mesmo apds os
tratamentos térmicos utilizados nas industrias de laticinios, o que constitui um dos
principais problemas atuais na produgdo de derivados lacteos (Samarzija et al.,
2012). Entre as caracteristicas que permitem a estabilidade térmicas dessas enzimas

estdo nos sitios de ligagdo ao Ca*? , empacotamento maximizado e ntcleo hidrofébico



13

(Serhaug e Stepaniak, 1997).

As proteases extracelulares podem causar degradacao da micela de caseina,
0 que resulta em modificacbes nas propriedades fisico-quimicas e caracteristicas
sensoriais de produtos lacteos (Chen et al., 2003; McPhee e Griffiths, 2011). Esses
problemas levam a perdas econémicas dos produtos associado a gelificagao do leite
UHT ou mudancas nas caracteristicas sensoriais (Machado et al., 2017).

A cepa P. fluorescens O7A isolada de leite cru produz protease, esta enzima
apresenta alta atividade residual quando submetida a intensa tratamento térmico,
enquanto os tratamentos térmicos mais brandos levam a hidrolise da protease e perda
massiva de atividade (Alves et al., 2016).

A producao de proteases por bactérias psicrotréficas € um processo complexo
influenciada pela composi¢cdo do meio (Mckellar et al.,1987), condi¢cbées de cultura e
fase de crescimento (Nicodéme et al., 2005; Rajmohan et al., 2002). A temperatura
também é um fator importante associado a regulagao da producéo de protease por
micro-organismos psicrotroficos (Woods et al., 2001; McKellar e Cholette, 1987).

A cepa P. fluorescens 07A foi isolada de leite cru coletado em Minas Gerais,
Brasil (Pinto, 2004 ; Martins et al., 2005 ). A cultura foi cultivada em caldo Luria-
Bertani (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 25 ° C (Alves et al., 2016).

3.4. Importancia das proteinas do leite para a industria

A parte nitrogenada do leite consiste em caseina, proteina do soro e compos-
tos nitrogenados nao proteicos (Horne, 2009; Fox; Brodkorb, 2008; Silva, 2004).

As propriedades nutricionais, sensoriais e de textura dos principais produtos
lacteos (como o leite liquido) s&o derivadas das propriedades da caseina (De Kruif et
al., 2012). A capacidade do leite de resistir a altas temperaturas sem perder estabili-
dade € muito peculiar, o que torna possivel processar muitos produtos lacteos esteri-
lizados com uma vida util longa (Singh, 2004). A aplicabilidade da proteina é diferente
e o efeito fisioldgico € muito benéfico. As condigdes que levam a agregacdo das mi-
celas de caseina sdo conhecidas, mas os fatores que promovem a dissociacao das
micelas de caseina n&o sao totalmente compreendidos (Ye & Harte, 2013).

A coagulagao do leite € o processo que consiste na transformagéo do leite em
estado liquido para gel. Este processo é decorrente de modificagdes fisico-quimicas

nas micelas que podem ocorrer por meio de acidificagdo ou por agdo enzimatica. A


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216304933#bib0170
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216304933#bib0135
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/broths
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coagulagao e formacgao do gel ndo ocorre abaixo de 18 °C e acima de 55 °C (NERO,
DA CRUZ & BERSOT, 2017)

3.5. Adicao de sais estabilizantes

Os minerais correspondem as menores partes do leite e determinam muitas
de suas propriedades, incluindo formacao e Estabilidade de micelas de caseina. Do
ponto de vista técnico, Os minerais afetam a estabilidade da proteina durante o
processamento, a textura da proteina varios géis (Lucey; Horne, 2009; Gaucheron,
2005). O fosfato de calcio coloidal é parte integrante da estrutura micelar da caseina.
Portanto, dependendo das condi¢des fisico-quimicas, a estrutura pode ser
parcialemnte destruida pela dissociagao das caseinas e dos sais (Gaucheron, 2005).

Sais estabilizantes ou quelantes de calcio, tais como citratos e fosfatos, sédo
frequentemente adicionados no leite e derivados com o intuito de modificar suas
propriedades fisicas (Kaliappan; Lucey, 2011), formando complexos estaveis por meio
de ligagdes ibnicas com os metais ou metais alcalinos terrosos (Fox; Mcsweeney,
1998). Esses sais podem aumentar a estabilidade térmica do leite (Tsioulpas et al.,
2010), diminuir a floculagao nos trocadores de calor (Prakash et al., 2007), minimizar
a formagdo de sedimentos e gelificacdo de produtos UHT (Boumpa et al., 2008;
Walstra et al.,2006). Estabilizantes podem apresentar efeitos diferentes na
concentragao de calcio iénico no leite, no pH, na estabilidade ao etanol, e desta forma,
podem impulsionar na sedimentagcao e vida de prateleira do produto (Rodrigues,
2012).

Adicdo de citrato e fosfato antes do processo UHT sdo alternativas para
reduzir a precipitacao e gelificagdo que limitam a vida util do leite UHT (Kelly et al.,
2006).

Varios autores citam que esses agentes quelantes de calcio aumentam a
estabilidade térmica do leite, porque sequestram o calcio ionizado, reduzindo o calcio
disponivel, e se ligam a caseina para estabilizar as micelas evitando a precipitagéao
(Tsioulpas et al., 2010; Boumpa et al., 2008; Gaucheron, 2005; Pastorino, 2003;
Udabage et al., 2001).

Os fosfatos sdo compostos preparados a partir do acido fosférico, parcialmente
ou totalmente neutralizado com ions de metais alcalinos, predominantemente sddio,
potassio e calcio. Os fosfatos estdo entre os mais importantes ingredientes na
industria de laticinios (Dziezak, 1990). Quando usados em concentragdes bem abaixo
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de 5%, desempenham uma variedade de fungées como, emulsificagdo, neutralizagao,
estabilizagao e sequestro de metais, além de promover o controle da coagulagao
proteica e a disperséo de proteinas. A adi¢ao de fosfato dissddico estabiliza a caseina
do leite impedindo sua coagulagao; assim durante a estocagem o leite pode n&o
formar gel e outras alteragdes reoldgicas. Os citratos sdo comumente adicionados a
leites que vao ser submetidos a tratamentos térmicos como UHT, porém altos niveis
de citrato podem causar a desintegracao das micelas de caseina (Pinheiro e Mosquim,
1991).

Visto isso a escolha dos estabilizadores ndo é facil, sendo considerados
eficazes quando reduzem moderadamente o calcio ionizado e ndo aumentam

excessivamente o pH (Tsioulpas et al., 2010).
3.6. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica € a resisténcia do leite ao tratamento térmico sem for-
macao de grumos (Singh, 2004). Tratamento térmico severo, excesso de ions calcio,
pH, hidrélise enzimatica da kappa-caseina sao fatores que levam a instabilidade
(O'Connell et al. 2006; Singh 2004)

A estabilidade térmica maxima do leite ocorre em um pH préximo a 6,7.
Quando o pH excede 6,9, ha a dissociagao das soroproteinas e também da kappa-
caseina, promovendo redugao da estabilidade térmica (Singh, 2004). Quando o pH
esta abaixo de 6,5 reduz a forga ibnica, para a estrutura micelar se manter ocorre
um deslocamento, o calcio muda da fase coloidal para a fase soluvel, resultando em
um aumento do calcio iénico.

A quantidade de calcio ligado controla as cargas das micelas e, consequen-
temente, o nivel de calcio idnico no sistema. A medida que aumenta a quantidade
do calcio total, aumenta a quantidade de calcio ligado e reduzem as cargas negativas
das micelas, ocorrendo a diminuigao da barreira energética para a coagulagao. Se o
nivel de calcio reduz, aumentam as cargas negativas das micelas e a repulsao entre
elas, dificultando a coagulagéo. Portanto, € muito importante para a estabilidade do
leite o equilibrio entre as trés fases de calcio no leite (Ribeiro et al., 2010; Horne;
Parker, 1981). Com isso, o Ca?* pode ser influenciado pela quantidade e tipos de

caseinas, por fosfatos e citratos e pH do leite (Lewis, 2011).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Instalacdes

O presente trabalho foi realizado em um grupo de pesquisas multicéntrico INO-
VALEITE (laboratério de Leite e Derivados) da Universidade Federal de Vigosa em
parceria com o QUIMTEC (laboratério de Quimica e tecnologia de Alimentos) da Uni-

versidade Federal de Juiz de Fora.
4.2. Metodologia

No estudo por apresentar maior facilidade de transporte, armazenamento e ma-
nuseio do produto final foi utilizado o leite em p6 desnatado como ingrediente na ela-
boracao de leite fluido submetido a pasteurizagao, inoculagao de Pseudomonas fluo-
rescens e processo de ultra-alta temperatura (UHT).

Na primeira etapa, a PF 07A (Pseudomonas fluorescens) foram ativadas em

caldo BHI na proporg¢ao 1% (v/v), apos 24 horas a 25 °C foi feita a diluigdo em série
para 10° cfu/mL, posteriormente inoculada 1% (v/v) na amostra de leite reconstituido
e encubada a 7 °C, prosseguiu-se com a enumeragao em agar PCA (Plate Count
Agar) por ensaio micro-gotas (20 ul/gota) em 0, 24, 48, 72 e 96 horas de incubagao.
Posteriormente a reconstituigdo do leite em p¢ foi feita na proporgéo 1:10, uma
parte de leite em po para 10 partes de agua destilada, obtendo a amostra leite desna-
tado reconstituido (amostra A).
Foram submetidos ao tratamento térmico (90 °C por 90 s) 80 L de leite
reconstituido, em seguida distribuidos em 16 garrafas de vidro Schott com 4,5 L cada.
Foi realizada ativagao da PF 1% (V/V) em 20 mL de caldo BHI por 24 h/25 °C,
em seguida centrifugacao por 15 minutos a 7 °C, apds a centrifugacéo foi feita a jungao
da ressuspensao do pellet com 20 mL de amostra A (10% m/v); concentragéo de
células: 10° cfu/mL, posteriormente diluicdo em série para 107 cfu/mL na amostra A.
Apés tratamento térmico na amostra A, foi inoculado 0,45 mL de in6culo PF
07A a 107 cfu/mL-' em 14 vidros shot incubados por 72 h a 7 °C, outros 2 vidros shot
contendo amostra nao tiveram adi¢ao de PF e foram utilizados como amostra controle.
Analises de amostras inoculadas e de controle, 0 e 72 h de inoculacéo / incubacéo.
Cada 2 vidros shot contendo amostra A com PF inoculada foram adicionado de
diferentes blends de fosfato 20 minutos antes do tratamento UHT. Exceto A7 (amostra
+ PFO7A) e A8 (Controle). Segue disposto na tabela 1.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pseudomonas-fluorescens
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Tabela 1: Blends de fosto utilizados em cada amostra A.

Amostra Blend

A1 Tripolifosfato de sédio e monofosfato monossaédico

A2 Polifosfato de sédio, monofosfato monossddico e monofosfato dissddico
A3 e A4 Fosfato trissodico, polifosfato de sédio e monofosfato monossédico

A5 Fosfato Dissédico

A6 Citrato de sodio

A7 -

A8 -

Fonte: Autores (2023)

Ap0s, as amostras foram submetidas ao tratamento UHT ( (4 s/ 136 °C), sendo

posteriormente distribuidas em garrafas assépticas (~ 250 mL).
As amostras incubadas a 25 ° C foram analisadas nos tempos 0, 7, 14, 28, 56,

90 dias.
Abaixo segue fluxograma das etapas descritas anteriormente.

Figura 1 Cronograma das atividades

Leite em po

Reconstituicao
< proporgéo 1:10

\4

Leite reconstituido

A4

Pasteurizagéo
90 °C/ 9s.
< P. fluorecens 07A
¢ 07A a 107 cfu/mL""
P. fluorecens
25°C/ 72 h.
< Fosfatos

Tratamento UHT
136 °C/ 4 s.

'

Envase

Fonte: Autores (2023)

4.3. Analises microbioldgicas

4.3.1. Contagem de mesofilos aerdbicos

Foram transferidos 1 mL da amostra de leite para 9 mL de solucéo salina —

peptonada e homogeneizadas em vortex. Em seguida, preparadas diluigdes seriadas
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a fim de se obter enumeragao entre 15 e 150 coldnias por placa. Volumes de 1,0
mL de cada diluicdo serdo inoculados em placas de petri e adicionado agar BHI
fundido e resfriado. As placas foram incubadas a 32 °C £ 1 °C por 48 h. Os resultados
foram obtidos pela multiplicagdo das contagens encontradas pelo inverso da diluigdo

utilizada e expressos em UFC mL-' (Wehr e Frank, 2004)).

4.3.2. Contagem de esporos aerobicos

A metodologia para contagem de esporos mesofilos arerdbicos utilizada esta
descrita em Wehr e Frank (2004). Foi transferido, aproximadamente, 250 mL de
amostra de leite para recipientes estéreis. As diluicbes seriadas foram realizadas
transferindo-se 1 mL da amostra para tubos contendo 9 mL de solugédo salina-
peptonada. Serdo escolhidas diluicdes em que se esperava obter enumeracao entre
25 e 250 colbnias por placa. Sera transferido 1 mL de cada diluicdo selecionada para
eppendorf de 2 mL, aplicado tratamento térmico de 80 °C/10 min, em seguida transferir
1 mL para a placa de Petri contendo agar BHI. As placas serao incubadas invertidas
a 32+ 1°C por48h.

4.4. Analises fisico — quimicas
4.4.1. Determinacao atividade de agua

Foi inserido leite em p6 na capsula e colocada dentro da camara de analise e
iniciada a leitura da mesma. Apds o equipamento (Aqualab) estabilizar, registrou-se o
resultado. A estabilidade do equipamento foi observada por sinal de alertab(Brasil,
2014).

4.4.2. Determinacdo Umidade

A placa de petri foi colocada na estufa a uma temperatura de 102 £ 2°C durante
1 hora, esfriou em dessecador e foi pesada. Em seguida, 5 g da amostra de leite em
p6 foram adicionadas e colocada em estufa na temperatura de 85 + 2°C durante 2

horas, esfriou em dessecador e foi pesada (Brasil, 2006).

4.4.3. Determinagéao cinzas

Pesamos aproximadamente 3 g de leite em pé em uma capsula de porcelana,
previamente aquecida em mufla a 550 + 10°C, por 1 hora, resfriada em dessecador e
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pesada. Posteriormente a capsula com leite em p6 incinerada em mufla a 550 £ 10°C,
por aproximadamente 4 horas, o residuo resfriou em dessecador e foi pesado (IAL,
2008).

4.4.4. Determinacao do pH

A determinagao do potencial hidrogenidnico foi realizada utilizando medidor de
pH (Gehaka, modelo PG1400) em temperatura entre 20 e 25 °C, por meio da
introducédo do eletrodo juntamente com o medidor de temperatura de leite (Brasil,
2006).

4.4.5. Determinagao acidez

A acidez fornecida por meio da titulagdo das propriedades de leite com solugao
de NaOH 0,1 mol / L, sendo o ponto final da titulagdo a viragem do indicador para
coloragdo levemente rosa (Brasil, 2006). Os resultados foram expressos em

percentual de acido latico (m/v).

4 .4.6. Estabilidade térmica

A fim de verificar a estabilidade ao tratamento térmico, 5 mL da amostra de leite
UHT foram colocados em tubos de ensaio os quais permaneceram em banho
termostaticamente controlado em torno de 140 °C. O tempo necessario para ocorrer
a desestabilizacdo do sistema sera avaliado como Tempo de Coagulagdo Térmica
(Fox, 1982).

4.4.7. Analise calcio idbnico

Para a determinacdo da concentragdo de calcio ibnico no leite esterilizado,
adicionou-se 25 mL de leite a 20 °C (+/- 1°C), a 0,5 mL de ISA (ionic strength adjustor),
homogeneizou-se e, posteriormente, imergiu-se o eletrodo na amostra. A leitura foi

realizada em ppm e convertida em mM. (Tanaka et al., (2011).

4.4.8. Nitrogénio total (NT)

A determinagao do nitrogénio total segue o método Kjeldahl, que é realizado
em trés etapas. Inicialmente, a oxidagao (digestdo) da amostra (Digestor Buchi, Suiga)

€ realizada a 400 °C na presenc¢a de um catalisador com acido sulfurico, que destroi
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a estrutura proteica e libera nitrogénio na forma de sais de amoénio. Resfriar a amostra
digerida a temperatura ambiente, adicionar solugdo de NaOH a 40%, liberar nitrogénio
na forma de aménia durante a destilagdo (Buchistill, Suiga), coletar o destilado em
solugdo de acido bérico a 4% (adicionar indicador), Reagir com eles para gerar
metaborato de aménio . O sal é titulado por neutralizagdo com HCI 0,05 mol L-1 e
representa a fracdo de nitrogénio a ser determinada. O resultado é expresso como

uma porcentagem do nitrogénio total (FIL 20B:1993).

4.4.9. Nitrogénio n&o caseinico (NCN) e nitrogénio ndo proteico (NPN)

O teor de NCN sera mensurado a partir de filtrado do leite acidificado a pH 4,6
utilizando solugdo HCI 1,41mol L' adaptado da norma FIL (FIL 20B:1993). A
concentracdo de NPN sera realizada pela diluicado da amostra em uma parte igual de
agua destilada e posteriormente adicionada de TCA 24 % (m/v) em um volume igual
ao da amostra diluida, para que o teor final de TCA seja 12%. O teor de nitrogénio
sera determinado segundo método de Kjeldalh (FIL 20B:1993), sendo convertido para

concentracao equivalente de proteina pelos fatores 6,25 para NCN e 6,19 para NPN.

4.4.10. Eletroforese SDS-PAGE

O preparo das amostras para monitoramento da protedlise foi adaptado de
ADAMS et al. (1976). Aliquotas com leite refrigerado foram acidificadas para pH 4,0
com acido cloridrico 3 M, sob agitacdo constante. Posteriormente, foram
centrifugadas por 10 minutos. O soro foi eliminado e a caseina precipitada congelada
a -18 °C até o momento da analise.

O SDS-PAGE foi feito com um gel 12% de acrilamida ao invés de 15% de
acrilamida. Isso se deu devido ao poro do gel que se formau, quanto maior o
percentual de acrilamida menores os poros, com poros menores se obtem maior
resolucdo de proteinas pequenas, no nosso estudo foram avaliadas proteinas

maiores, por isso a hecessidade de um poro maior.

4.4.11. Determinagéao potencial zeta ()

Foi utilizado o equipamento zetasizer nano zs90 da marca Malvern Panalytical.
Cada uma das amostras foi adicionada em uma cubeta propria do equipamento e
adicionado ao equipamento. (Gaucher et al., 2011).
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4.4.12. Determinagao tamanho das particulas

Cada uma das amostras foi analisada no equipamento de analise de tamanho
de particulas por difracdo a laser Beckman Coulter LS 13 320 com mddulo liquido
aquoso. As amostras foram adicionadas no equipamento até o volume ideal sugerido

pelo equipamento e em seguida realizadas trés leituras da amostra.

4.4.13. Analise de tamanho de particulas por espalhamento dinamico de luz (DLS)

Foi utilizado o equipamento zetasizer nano zs90 da marca Malvern Panalytical.
Cada uma das amostras foi adicionada em uma cubeta propria do equipamento e
adicionada a este. (ISO 22412, 2017).

4.4.14. Atividade enzimatica

A atividade proteolitica foi determinada utilizando azocaseina (Sigma-Aldrich)
como substrato, Um aliquota de 250 pL de solugéo de azocaseina a 2% (p/v) em 40
mM Tris-HCI, 2 mM CaCl2, pH 7,5, foi adicionado a 150 uL da solucéao teste. A mistura
foi agitada e incubada a 37 °C por 8 h, e a reagao foi interrompida com a adi¢ao de
1,2 mL de acido tricloroacético a 10% (p/v). Apds incubagao por 15 minutos a tempe-
ratura ambiente, a mistura foi centrifugada a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C. O so-
brenadante foi neutralizado com a adicdo de 1,0 mL de NaOH 1M. A absorbancia da
solugao resultante foi medida a 440 nm usando um espectrémetro SpectraMax M2
(Molecular Devices, Sunnyvale, Califérnia, EUA). Uma unidade de atividade enzima-
tica foi definida como a quantidade de enzima suficiente para aumentar 0,01 da ab-

sorbancia da solugao a 440 nm por minuto sob condigbes experimentais (Alves, 2016).

4.5. Analise estatistica

As medi¢des foram realizadas em triplicada e os dados obtidos foram relatados
com média £ desvio padrdo. A diferenga significativa entre as amostras de leite UHT
foi averiguada pela analise de variancia ANOVA a um grau de significancia de 0,05%
através do programa Sisvar.
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5. RESULTADOS

5.1. Teste piloto referente a padronizacao da cepa P. Fluorescens 07A.

Tabela 2. Ensaio microgotas nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas de incubagao.

Meséfilos aerdbicos (cfu/mL)
Tempo T0 T24 T48 T72 T96

Leite reconstituido

. 3,17 x 108 5,17 x 10* 6,33 x 10° 1,28 x 107 nd
(teste piloto)

P. fluorescens (cfu/mL)
Tempo T0 T24 T48 T72 T96

Leite reconstituido
(teste piloto)

1,10 x 10* 6,67 x 10* 6,33 x 10° 1,45 x 107 6,83 x 107

Fonte: Autores (2023)

Com o teste piloto verificamos a atividade da cepa P. Fluorescens 07A ao
decorrer de 90 horas. Assim, ap6s tratamento térmico prévio, foi determinado a

utilizagdo da cepa na concentragédo 107, no tempo programado de 72 horas.

5.2. Analises fisico — quimicas leite em po6

Tabela 3. Analises fisico — quimicas leite em po

Leite em po Amostra A
Aw 0,30
Umidade (%, w/w) 3,72
Cinzas (%, wiw) 5,99

Fonte: Autores (2023)

O teor de umidade no leite em pd desnatado foi de 3,72. De acordo com o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite em P6 (Portaria n° 146 de
07 de margo de 1996 do Ministério da Agricultura e da Reforma Agraria) os limites de
umidade estabelecidos sdo de no maximo 4,0 g/100g para os leites em pod
semidesnatado e desnatado.

A média obtida para cinzas de 5,99 % encontrava-se em conformidade com os
valores descritos em tabelas de composig¢édo de alimentos, como 5,8 % TACO (2006)
e 5,9 % IBGE (1999).

Segundo algumas literaturas obtiveram, a composi¢ao média da atividade de
agua (Aw) no leite em p6 desnatado em torno de 0,391, estando a nossa Aw dentro

dessa especificagcédo (Perrrone, 2011).
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5.3. Analises leite reconstituido antes e apos tratamento térmico.

Tabela 4. Analises fisico — quimicas amostra A, tempo O he 72 h.

Acidez (% acido

Estabilidade Tér- Proteina Total (%,

latico) pH mica (min) wiw)
Tempo TO T72 TO T72 TO T72 TO T72
Anterior ao tratamento
térmico (ATT) 0,14 nd 6,8 nd 68,5 nd 2,92 nd
Apos o pré-tratamento 0,14 0,13 6,8 6,78 68 58 3,18 3,19
térmico, CT
Apos o pré-tratamento 0,14 0,14 6,8 6,73 68 425 3,36 3,12

térmico, PFO7A

Fonte: Autores (2023)

Tabela 5. Analises microbiolégicas amostra A, tempo O h e 72 h.

Bactérias for-

mesofilos aerébi- P. fluorescens madoras de  Enumeracgéao de psi-
cos (cfu/mL) (cfu/mL) esporos crotroéficos (cfu/mL)
(cfu/mL)
Tempo TO T72 TO T24 TO T72 TO T72
Anterior ao tratamento 2
térmico (ATT) 6,00x10 nd nd nd <10 nd nd nd
Apos o pré-tratamento <10 1,10x10 <10 <10 nd nd <10 <10
térmico, CT
Apbs o pré-tratamento  1,83x10% 2,17x10® 3,67x10% 2,20x10® nd nd 5,83x10%  3,15x106

térmico, PFO7A

Fonte: Autores (2023)

Foram realizadas conforme tabelas 4 e 5, analises no leite reconstituido anterior

(ATT) e posteriormente ao pré-tratamento térmico (90°/9s). Apds o tratamento térmico

se fez a analise da amostra controle e da amostra adicionada de PF.

Analisando os dados obtidos é possivel verificar que o leite reconstituido ATT

e apos o tratamento térmico se mantiveram dentro das normas da legislagao, sendo

que a presenca de P. fluorescens foi constatada, visto ser esse o objetivo apds sua

adicdo proposital, além do mais observamos também uma redu¢do no numero de

mesofilos aerdbicos e bactérias formadoras de

esporos, resultados também

esperados devido ao processo térmico a qual foi submetida a amostra (Brasil, 2011).

5.4.Analises microbioldgicas no leite UHT reconstituido desnatado.



24

As analises de mesdfilos e bactérias formadoras de esporos foram realizadas
somente na primeira semana de analises, visto que os resultados ficaram <10 em

ambos tempos, dentro dos padrdes da legislacéo (Brasil, 1996).
5.5. Analises fisico-quimicas no leite UHT reconstituido desnatado.
Os resultados se referem a amostra A (leite UHT reconstituido desnatado)

5.5.1. Acidez e pH

Figura 2. Evolugéo da concentragéo de acidez e pH nas amostras de leite UHT. Amostras A1 a A8, nos tempos 0,
7,14, 28, 56 e 90.

Acidez ( % acido latico) pH

0,25 7,00
0,20 6,80
015 6,60
0,10 6,40
0,05 6,20 I ‘

- 6,00

A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A3 A4 A5 A6 A7 A8
RT0 w77 mT14 mT2E mT56 mT90 ETO ET7 mT14 mT2E mT56 mT90

Fonte: Autores (2023)

Apos 72 horas do tratamento térmico e adigdo da P. fluorescens, os blends
foram adicionados ao leite reconstituido (exceto amostras 7 e 8) e submetido ao
tratamento UHT, envasado assepticamente em garrafas com cerca de 250 mL,
conservado a temperatura de 25° e submetido as analises em intervalos de 7 dias.
Na figura 6 podemos analisar os dados relacionados a acidez e pH, ao longo de 90
dias.

Quanto a acidez, constatamos que na maioria dos tratamentos a amostra se
manteve dentro do estabelecido pela legislacao, na faixa de 0,14 a 0,18 gramas de
acido latico por 100 mL de leite (Brasil, 2011). No entanto, as amostras A2, A4 e A6
apresentaram excesso de acidez no final do armazenamento. Tal fato pode se
justificar pelo blend utilizado (Tabela 1), o que seria um pouco inconstante, visto que
A4 foi adicionado do mesmo blend de A3, e este se manteve na faixa ideal.

Na analise de pH observamos que a amostra A6 apresentou valor mais alto no
inicio das analises, e ao longo do tempo foi reduzindo, apresentando relagdo com a

analise de acidez que ao longo do tempo foi aumentando, com relagéo ao estabelecido
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em literatura, Walstra, et al., 2006, relata valores de 6,60 e 6,80, esse valor superior
pode ter se dado em fungado do citrato de sddio adicionado anteriormente ao trata-
mento UHT, visto que o citrato de sédio altera a estabilidade do leite por quelar o calcio
e pela sua influéncia em alterar o pH, aumentando-o. (Teixeira, 2019).

Melo Junior (2005) e Silva (2004) relatam que no leite UHT com adigdo de
citrato de sodio o aumento inicial da estabilidade se da devido a solubilizagdo
gradativa dos componentes do leite principalmente os sais, incluindo adigao do citrato,
para promover a estabilidade das micelas de caseina. Ao longo do tempo pode haver
reducdo do pH, que pode ser atribuida pela desestabilizacdo natural da caseina,
causando desarranjos moleculares ocasionadas por proteases microbianas de

psicrotroficos.

5.5.2. Estabilidade térmica e calcio ibnico

Figura 3. Evolugéo da concentracao da estabilidade térmica, amostras T1 a T8, nos tempos 0, 7, 14, 28, 56 e 90,
e calcio ibnico no tempo 120 nas amostras de leite UHT.

Estabilidade Térmica Amostras Ca2+ (mM) *
100 A1 0.40+0,012
A2 1.710,04¢
80 A3 1.32+0,01¢
60 A4 1.0440,08"
a0 A5 1.36+0,03°
2 A6 1.37+0,04°
A7 2.08+0,04f
0 W= III I I .l | | | A8 1.900,01°

A1l A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

ET0 mT7 mTl4 mT28 mT36 mT90

Fonte: Autores (2022)

* Médias seguidas de pelo menos uma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey

De acordo com a figura 3, podemos observar em um primeiro instante, que as

amostras A3 e A4 apresentaram comportamento semelhante, isso se deve
provavelmente ao fato de ambas amostras terem sido adicionadas com o mesmo
blend de fosfatos. Porém na analise de calcio ibnico, A3 e A4 apresentaram diferenga
significativa, isso pode ser consequéncia do tempo de armazenamento da amostra

para a realizagao desta analise.
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O aumento do nivel de calcio ibnico no leite aumenta a forca ibnica e, dessa
forma, a ligagado de ions a grupos carregados da proteina, o que leva uma diminuigéo
da repulsao eletrostatica favorecendo a aglutinacao protéica (Mikheeva et al., 2003).

Os fosfatos determinam uma reducdo do calcio ibnico no leite, determinando
um aumento da estabilidade (Horne & Muir, 1990), todavia, o citrato tem efeito mais
duradouro, por esse se manter por mais tempo na fase soluvel (Singh, 2004). Em A1
observamos um comportamento de baixissima resisténcia térmica, isso, consideravel-
mente esta relacionado ao blend utilizado, o tripolifosfato de sédio, interage com as
proteinas para promover distens&do entre as moléculas, e tem seu uso limitado por sua
baixa solubilidade (FIB, 2012). Isso pode se justificar pelo fato do blend adicionado
nao ter cumprido seu papel de forma ideal, visto que apresentou baixo teor de calcio

ibnico, no entanto, baixa resisténcia térmica.

5.5.3. Proteina total, nitrogénio ndo protéico (NNP) e nitrogénio n&o caseinico (NNC).

Figura 4. Evolugao da concentracdo da estabilidade térmica e calcio idnico nas amostras de leite UHT. Amostras
A1 a A8, nos tempos 0, 7, 14, 28, 56 e 90.
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Uma concentragdo de proteina total para todas as amostras é de
aproximadamente 31,0 g/L, permanecendo de acordo com os padrdes estabelecidos
o minimo de 2,9% (Brasil, 2011). Porém, essa variagao da proteina total ao longo do
tempo nao é justificavel, indicando possivel falha técnica de analise.

Segundo Fox (2015), ndao caseinico (NNC) sao proteinas dos soros e
compostos nitrogenados da baixa massa molar e corresponde a aproximadamente
20% da concentragao total de proteinas nitrogenadas. Foi observado um aumento
continuo da concentracdo de NNC para UHT que foram processadas com adi¢cao de
diferentes sais estabilizantes (Tabela 1). A protedlise primaria da caseina contribui
para esse aumento progressivo de NNC devido a transferéncia de peptideos
hidrolisados da micela de caseina para fragdo soluvel (Datta e Deeth, 2003; Netto,
2012).

O Aumento continuo de NNP para é um indicativo de protedlise. Com a
protedlise do leite, devido a degradacéao do leite das fragdes de caseina em peptideos

menores e aminoacidos livres temos um aumento dos niveis de NNP (Alves, 2016).

5.5.4. Anélise de eletroforese SDS-PAGE.
Figura 5. SDS-PAGE.

PS A1 A2 A3 A4 L A5 A6 A7 A8 PS A1 A2 A3 A4 L A5 A6 A7 A3

1=0 day, R1, 25 °C 1=90 days, R1, 25°C

PS A1 A2 A3 A4 L A5 A6 A7 AS

PS A1 A2 A3 A4 L A5 A6 A7 A8

t=0 day, R2, 25 °C 1=0 day, R2, 25 °C

Fonte: Autores (2022)

Nos 4 géis da figura 9 constatamos baixo grau de hidrolise das proteinas nas
amostras inoculadas com PF 07A na temperatura de 25 ° C. Visualmente néao

observamos alteragdes nas bandas de fragcdes de caseina, nos levando a concluir que



28

a P. fluorecens adicionada anteriormente ao tratamento térmico UHT nao produziu o

efeito esperado.

5.5.5. Tamanho de particula (LS), potencial zeta, tamanho de particula por difracéo
da luz (DLS).

Tabela 6. Analises LS, Potencial Zeta e DLS.

LS (T0) LS (T90)
d1o (Um) dso (Um) doo (Um) d1o (Um) dso (Um) doo (Um)
Al 010£001 081:019 1145300 | 0,12£001 4545084 '500*
Ay 042£002 0174001  023£003 | 012£001 016£001 0224001

A3 0,12 0,01 0,17 £ 0,01 0,22 + 0,01 0,12+ 0,01 0,16+0,01 0,22+0,01
Ad 0,12+ 0,01 0,17 £ 0,01 0,23 +0,01 0,12 +0,01 0,16+0,01 0,22+0,01
A5 0,13 0,01 0,17 £ 0,01 0,23 £ 0,01 0,12+ 0,01 0,16+0,01 0,22+0,01
A6 0,13 +0,01 0,18 £ 0,01 0,24 + 0,01 0,13 +0,01 0,177+0,01 0,23+0,01
A7 0,12 0,01 0,17 £ 0,01 0,23 £ 0,01 0,12+ 0,01 0,16+0,01 0,22+0,01
A8 0,12 0,01 0,17 £ 0,01 0,23 £ 0,01 0,12+ 0,01 0,16+0,01 0,22+0,01

Potencial Zeta DLS

TO (mV) T90 (mV) TO (nm) T90 (nm)
Al -13,95+0,50 -14,98 £ 0,45 682,95 £ 72,33 578,95 + 40,98
A2 -10,10 £ 0,40 -9,98 + 0,53 10,67 £ 0,33 9,28 +0,28
A3 -9,70 + 1,08 -4,53 + 0,53 13,95+ 0,40 12,05+ 0,28
Ad -10,60 + 0,65 -10,73 £ 0,68 20,16 £0,65 22,13+ 0,38
A5 -10,20 £1,03 -9,95+ 0,45 10,29 + 0,22 11,1+0,23
A6 -9,78 £ 0,63 -10,10 £ 0,50 16,73 £ 0,55 17,38 +£ 0,45
A7 -9,19 + 0,60 -9,60 + 0,43 7,23 +0,19 7,08+0,13
A8 -10,47 £1,15 -9,58 £ 0,40 7,85+0,11 7.4+0,13

Fonte: Autores (2023)

Na analise de tamanho de particula (LS), o deo se mostrou mais eficiente para
o monitoramento de ambos os processos de coagulagao. Visto que representa 90 %
do volume das particulas presentes no meio. Observamos também que a medida em
que ocorre a diminuicdo do pH, ocorre também um aumento dos tamanhos das
particulas (Silva, 2022).

E importante ressaltar que o dado medido por DLS é a intensidade de luz
espalhada (flutuagdes da intensidade). As demais analises oferecidas pelo software
(por numero e por volume das particulas em solugao) sao feitas a partir da distribuicao
obtida pela intensidade, sendo esta a analise mais recomendada (Silva, 2022).

Segundo De Kruif e Holt (2003) as cargas negativas das micelas de caseina
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conferem potencial zeta de aproximadamente -20 mV e s&o essenciais a estabilidade
das micelas. Foi observada uma tendéncia pequena de diminuicdo do potencial zeta
em algumas amostras, mas os valores se mantiveram proximos.

A amostra A1 apresentou valores mais discrepantes quando comparada as
outras amostras nas analises acima, isso possivelmente se explica pela adi¢ao do
tripolifosfato adicionado, que nao foi dissolvido de maneira a se obter os resultados

desejados.

5.5.6. Atividade enzimatica.

Tabela 7. Atividade enzimatica.

Amostras T0 T90
A1 1302 2478
A2 1092 2814
A3 2100 3192
A4 2016 2898
A5 2478 2982
A6 2604 3150
A7 4074 2856
A8 4032 2604

Fonte: Autores (2023)

As amostras adicionadas com P. Fluorescens apresentaram um aumento na
atividade enzimatica, gaundo comparamos TO E T90, porém esse aumento nao foi
suficiente para desestabilizar as micelas de caseina, como podemos identificar na
analise de SDS-PAGE.

Na amostra A7, sem adicao de fostato, apenas PF 07A, essa atividade caiu,
mostrando ser um comportamento sem justificativa. Na amostra A8, controle, amostra
pura a atividade caiu ao longo do tempo, visto o tratamento térmico ter sido eficiente

em relagdo ao numero natural de bactérias ali presentes.
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5.4.7. Visualizagdo das amostras nos tempos TO E T90.

Figura 6. Visualizagao das amostras no tempo TO e no tempo 90.

Na figura 6, temos a comparacéao visual das amostras no tempo 0 e no tempo
90. As amostras ndo apresentam diferengas visiveis quando observadas a olho nu,
apenas A1 apresenta desde o primeiro momento coloragao diferente em relagcédo aos
demais. O que se deve possivelmente ao blend utilizado (tabela 1), que alterou pro-

priedades fisicas e visual.

6. CONCLUSAO

Com o presente estudo podemos concluir que a P. fluorescens 07A néo
apresentou forte atividade proteolitica no leite UHT reconstituido desnatado.

As amostras que tiveram a cepa isolada da bactéria 07A adicionada
apresentaram alteragbes ao longo do tempo nas analises fisico-quimicas, mas a
maioria se manteve dentro da faixa ideal. Na analise de SDS-PAGE podemos
identficar com mais clareza nas imagens que durante 90 dias a temperatura de 25 °C
a P. fluorescens nao produziu enzimas proteoliticas o sufuciente para modificar a
caseina do leite.

Com isso, ndo é possivel analisar com precisdo a verdadeira eficacia dos
blends de fosfatos adicionados.

Com a analise de atividade enzimatica percebemos que houve atividade
enzimatica, porém esta nao foi forte o suficiente para desestabilizar a micela de
caseina ao ponto de ser detectado na analise de eletroforese. O ideal é que o estudo
seja repetido quando possivel, detectando com mais eficiéncia a atividade proteolitica

da cepa ap0s tratamento térmico UHT.
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