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RESUMO

O queijo é um produto resultante da coagulacdo enzimatica do leite, complementado ou nao
com bacteérias laticas especificas. A composi¢cdo comum do queijo favorece a multiplicacéo de
micro-organismos patogénicos. A contaminacgdo fungica desse produto pode comprometer a
qualidade, pois tais agentes tem alto potencial deteriorante, além de trazer riscos para a saude
publica. Objetivou-se nesse estudo verificar a diversidade genética e o potencial deteriorante
de fungos leveduriformes e filamentosos isolados em 20 amostras de queijos tipo Minas
Frescal comercializados de forma ilegal, em feiras livres na regido norte do Tocantins. Foram
realizadas contagens de fungos filamentosos e leveduriformes, verificagdo da atividade
proteolitica, lipolitica e sacarolitica em diferentes temperaturas dos isolados obtidos e
identificacdo dos géneros dos fungos filamentosos e identificacdo das espécies de leveduras
por meio da amplificacdo das regiGes espacgadoras transcritas internas (ITS) do DNA,
sequenciamento e identificagdo por similaridade usando a ferramenta BLAST para
comparacdo com as sequencias depositadas no GenBank do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Foi observado que 45% das amostras de queijo tiveram a
presenca de fungos filamentosos e 100% a presenca de leveduras, apresentando contagem
média 7,6 (+2,6) x 10° UFC/g. O género de fungo filamentoso predominante foi o Penicillium
spp., representando 47,36% (9/19) das morfoespécies, sendo um género conhecido por conter
espécies produtoras de micotoxinas. A espécie de levedura predominante foi a Kluveromyces
lactis seguida da Clavispora lusitaniae. Dos fungos filamentosos isolados 73,68% (14/19)
tem potencial proteolitico, sendo que quatro (21,05%) tiveram crescimento tanto em
temperatura mesdfila como psicrotrofica. A atividade proteolitica de leveduriformes foi de
64% (16/25), das quais 37,50% (6/16) dessas produziram proteases em temperatura
psicrotrofica. Dos filamentosos, 89,47% (17/19) tiveram atividade lipolitica, na qual 57,89%
produziram lipases nas duas temperaturas submetidas. Com relacéo as leveduras, 92% (23/25)
tiveram atividade lipolitica sendo 86,95% (20/25) psicrotréfica. Em relacdo a atividade
acidificante em diferentes acucares, a maioria dos isolados teve maior acdo sobre a dextrose,
tanto filamentosos quanto leveduriformes. Conclui-se que o0s queijos clandestinos
comercializados em feiras livres em Araguaina sdo inapropriados para 0 consumo e sao
necessarias politicas publicas que acentuem a educacao sanitaria e que a fiscalizacdo seja mais
intensiva coibindo a comercializacdo ilegal de produtos e subprodutos de origem animal que
podem oferecer risco ao consumidor.

Palavras-chave: Penicillium spp., Produtos de Origem Animal, Saude Publica. Sacarolitico



ABSTRACT

Cheese is a product resulting from the enzymatic coagulation of milk, complemented or not
with specific lactic bacteria. The common cheese composition favors the multiplication of
pathogenic microorganisms. The fungal contamination of this product can compromise the
quality, as these agents have a high deteriorating potential, in addition to posing risks to
public health. The objective of this study was to verify the genetic diversity and the damaging
potential of yeast and filamentous fungi isolated in 20 samples of Minas Frescal cheeses sold
illegally, in open markets in the northern region of Tocantins. Filamentous and yeast-yeast
fungi counts were performed, verification of proteolytic, lipolytic and saccharolytic activity at
different temperatures of the obtained isolates. The amplification of the internal transcribed
spacer regions (ITS) of the DNA, sequencing and identification by similarity using the
BLAST tool for comparison with the sequences deposited in the GenBank of the National
Center for Biotechnology Information (NCBI). It was observed that 45% of the cheese
samples had the presence of filamentous fungi and 100% the presence of yeasts, with an
average count of 7.6 (£ 2.6) x 105 CFU / g. The predominant genus of filamentous fungus
was Penicillium spp., Representing 47.36% (9/19) of morphospecies, being a genus known
for containing mycotoxin-producing species. The predominant yeast species was
Kluveromyces lactis followed by Clavispora lusitaniae. Of the isolated filamentous fungi
73.68% (14/19) have proteolytic potential, with four (21.05%) growing in both mesophilic
and psychrotrophic temperatures. The proteolytic activity of yeasts was 64% (16/25), of
which 37.50% (6/16) of these produced proteases at psychrotrophic temperature. Of the
filaments, 89.47% (17/19) had lipolytic activity, in which 57.89% produced lipases at the two
temperatures submitted. Regarding yeasts, 92% (23/25) had lipolytic activity and 86.95%
(20/25) were psychrotrophic. Regarding the acidifying activity in different sugars, most of the
isolates had a greater action on dextrose, both filamentous and yeast. It is concluded that
clandestine cheeses marketed in open markets in Araguaina are unsuitable for consumption
and public policies are needed that enhance health education and that inspection is more
intensive, preventing the illegal commercialization of products and by-products of animal
origin that may pose a risk. to the consumer.

Key words: Penicillium spp., Products of Animal Origin, Public Health. Saccharolytic
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a fabricacdo de queijos vem aumentando no decorrer do tempo. No ano
de 2017, a producdo se sobressaiu 2% quando comparada ao ano anterior, alcancando mais
de 950 mil toneladas, fazendo com que esse total desencadeasse uma movimentagdo de 18
bilhdes de reais ao ano (ANUARIO LEITE, 2018).

Cerca de um terco da producdo leiteira brasileira é destinada a fabricacdo de
queijos, sendo este produto caracterizado como o de maior aceitacdo pelo consumidor
(EMBRAPA, 2018). Neste contexto, o estado do Tocantins, produziu 385,563 milhdes de
litros de leite no ano de 2016, sendo 0 municipio de Araguaina produtor de 5,654 milhdes
de litros na mesma época (IBGE, 2016).

Queijo é o produto lacteo fresco ou maturado que se obtém por meio da separacao
parcial do soro em relagdo ao leite, ou ao leite reconstituido, coagulados pela ac¢do do
coalho, de enzimas especificas, produzidas por micro-organismos especificos, de acidos
organicos, isolados ou combinados, todos podendo ser consumidos com ou sem acréscimo
de substancias alimenticias, de especiarias, de condimentos ou de aditivos; sendo o queijo
fresco o que esta apto para o consumo logo apos a sua fabricacdo (BRASIL, 2017).

As caracteristicas organolépticas do queijo resultam principalmente da sua
microbiota, o que inclui bactérias, fungos filamentosos (bolores) e leveduriformes. Grande
parte das leveduras contribui para o sabor e aroma do queijo (GADAGA; MUTUKUMIRA
e NARVHUS, 2000). Muitos dos filamentosos sdo utilizados para se alcancar as
caracteristicas desejaveis no queijo fresco. Todavia, a contaminagdo micoldgica nos
queijos, pode provocar a diminuicdo da vida util do produto, uma vez que pode ser
caracterizados como deteriorantes, podendo ser sacaroliticos, lipoliticos e ou proteoliticos,
utilizando de substratos fornecidos pelo queijo para obtencdo de energia e
consequentemente o seu desenvolvimento (SOUZA, 2016; RIBEIRO JUNIOR et al.,
2017).

Os fungos podem agir no queijo frescal trazendo prejuizos, podendo ter varias
origens, como a matéria-prima, ar ambiente, agua, utensilios utilizados e por meio da
manipulagéo inadequada (BANJARA et al., 2015).

Algumas leveduras especificas presentes na superficie do queijo trazem prejuizos
para qualidade do mesmo. Embora seja dificil a associacdo de leveduras com Doencas

Transmitidas por Alimentos (DTAS), estudos denotam espécies com importancia médica
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em diversos queijos, tais como Candida tropicalis, C. glabrata (GADAGA;
MUTUKUMIRA e NARVHUS, 2000) e C. albicans (ARRUDA e MENEGHELLDO,
2013).

Os fungos filamentosos podem produzir metabdlitos secundarios denominados de
micotoxinas, que trazem perigos para a saude do consumidor (BANJARA et al., 2015). A
aflotoxina B1 e a Ocratoxina sdo exemplos de micotoxinas altamente carcinogénicas
produzidas por vérias espécies de fungos, tais como o Aspergillus flavus e o A. ochraceus
(SAVI; ZENAIDE, 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a diversidade genética e o potencial deteriorante de fungos leveduriformes
e filamentosos isolados em queijos tipo minas frescal comercializados de forma ilegal na

regido norte do Tocantins.

2.2 Objetivos Especificos

. Isolar e quantificar os fungos filamentosos e leveduriformes cultivaveis
associados a amostras de queijos frescais;

. Caracterizar os isolados macro e micromorfologicamente e agrupar em
morfoespécies;

. Identificar, até o menor nivel taxondmico possivel, os isolados fungicos
detectados e;

. Determinar a atividade proteolitica, lipolitica e sacarolitica em diferentes

temperaturas dos fungos obtidos;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O queijo

De acordo com a Portaria n°® 146/1996, do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (BRASIL, 1996), entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que
se obtém por separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido, coagulada pela acao
fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de &cidos organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes.

Os queijos sdo concentrados proteicos de leite. A concentracdo se consegue
eliminando uma maior quantidade de agua e elementos soltveis. O que fica é formado
essencialmente pela caseina e gordura aderidas fisicamente (AMIOT, 1991), sendo um
meio valioso para conservar muitos nutrientes do leite (ADAMS e MOSS, 1997), como
vitaminas e minerais, principalmente célcio, ferro e fosforo, proteina e gordura (VARNAM
e SUTHERLAND, 1995). Além de seu valor nutritivo, o queijo também é apreciado pelo
seu sabor, que atende aos mais exigentes paladares (ARAUJO, 2001). Por ter alto valor
nutritivo, o queijo também é um produto que favorece a multiplicacdo de micro-
organismos, e em destaque o queijo tipo Minas Frescal (OLIVEIRA, 2020). Este queijo é
caracterizado como semi-gordo e de muita alta umidade, sendo que o leite a ser utilizado
deve ser submetido a um tratamento térmico especifico, ou tratamento térmico equivalente,
combinado ou ndo com outros processos fisicos e bioldgicos que garantam a inocuidade do
produto (BRASIL, 1997).

As caracteristicas deste tipo de queijo como o alto teor de umidade, baixo teor de
sal e auséncia de maturagéo, favorece contaminagdes, que podem ocorrer desde a ordenha
até o pds-processamento (PASSOS et al., 2009). Além disso, a maioria do leite empregado
para a fabricacdo de queijos informais ndo passa por tratamento térmico que tenha como
objetivo diminuir ou eliminar contaminagdes (MEDEIROS et al., 2013). Na maioria das
vezes, 0os manipuladores desse tipo de alimento ndo tém preparo ou conhecimento para
manusear de forma mais correta a fabricacdo do queijo, culminado assim para uma
producdo inadequada podendo contaminar com micro-organismos patogénicos, sendo ele

bacterioldgico ou micologico, trazendo risco a saude publica (AMORIM et al., 2014).
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3.2 Diversidade de fungos leveduriformes e filamentosos frequentes em queijos

Os produtos de origem animal, desde a matéria prima, podem ser alvo de
contaminacdo por micro-organimos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos,
trazendo risco a saude do consumidor e comprometendo a seguranga quimica do alimento
(EMPRAPA, 2016). O crescimento de leveduras e fungos filamentosos pode resultar em
caracteristicas indesejaveis, como perda de sabor, descoloracdo, além da producdo de
metabolitos denominados de micotoxinas, caracterizando-se, assim, como um problema de
impacto econdmico e na saude publica (FILTENBORG; FRISVAD e THIRANE, 1996).

A presenca de fungos leveduriformes e filamentosos em queijos produzidos por
leite cru podem ter origem na matéria prima, no armazenamento inadequado, na
refrigeracdo intercalada, no local inapropriado para exposi¢cdo e comercializacdo do
produto (FLORENTINO & MARTINS, 1999). Algumas estirpes de fungos sao
fundamentais para a maturacdo de diferentes tipos de queijo, denominados como queijos
azuis tais como o roquefort, gorgonzola, camembert e stilton; porém, em sua maioria, 0s
fungos tem o crescimento indesejavel. A proliferacdo dos fungos nos queijos é limitada a
quantidade de oxigénio residual, sendo que niveis menores podem determinar as espécies
encontradas (RIBEIRO et al., 2020).

A frequente ocorréncia da contaminagdo de queijos por fungos filamentosos tem
gerado preocupacao pelo fato da possivel producdo de micotoxinas, sendo os agentes
filamentosos mais encontrados os do género Penicillium e Aspergillus (LAVOIE et al.,
2012; HYMERY et al., 2014). Porém, estudos denotam a contaminacdo também por
fungos do género Fusarium, Mucor, Geotrichum e Trichoderma. (CALLON et al., 2007,
BUDAK et al., 2016; RIBEIRO et al., 2020).

Os fungos leveduriformes sdo micro-organismos que tem alto potencial de
deterioracdo. Se desenvolvem em produtos com pH baixo e elevados teores de sal, tem a
capacidade de manter o seu crescimento também em temperaturas baixas e sdo resistentes
a estresses fisico-quimicos importantes, como métodos utilizados para a preservacdo de
alimentos (BERESFORD et al., 2001). As leveduras mais presentes nos queijos sao do
género  Candida, Debaryomyces, Geotrichum, Kluveromyces,  Rhodotorula,
Saccharomyces, Zgosaccharomyces e Kodamaea (JACQUES e CASAREGOLA, 2008;
BUCHL e SEILER, 2011).

Algumas espécies do género Debaryomyces podem afetar a esporulagdo e o

crescimento de fungos filamentosos, pois essas leveduras tém atividade de controle
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bioldgico, principalmente Debaryomyces hanseni (MEDINA-CORDOVA et al., 2018). As
espécies D. hansenii, Kodamaea ohmeri e Kluyveromyces marxianus sdo leveduras que
trazem beneficios a producdo de queijo minas artesanal, isso devido ao potencial
enzimatico das mesmas, que proporciona a formacdo de compostos aromaticos que sdo
caracteristicas desejaveis para este alimento (CARDOSO et al., 2015).

As leveduras Kluyveromyces lactis, Torulaspora delbrueckii e Candida intermedia,
também desempenham um papel favoravel para agregar sabor e aroma para queijos minas
artesanal, por serem produtoras de compostos aromaticos (ANDRADE et al., 2017).
Diversos estudos mostram a frequéncia de isolados fungicos em queijos, como mostra o

quadro 1.

Quadro 1 - Géneros e frequéncias de isolamentos de fungos filamentosos e leveduras

em queijos

Autores Tipos de queijo NUmero Género (%)
amostral

Aragdo, 2018 Queijo Minas 6 Aspergillus 73,6
Artesanal Geotrichum 84,8
Candida 42,8
Ferreira Junior, Queijo de Coalho 20 Penicillium 80,1
2012 Cladosporium 40,2
Silva, 2003 Queijo Minas 31 Candida 38,06
Frescal Debaryomyces 54,84

Fonte: Elaborado pelo autor.

Aragédo (2018), avaliando a diversidade de fungos filamentosos e leveduriformes
em queijo minas artesanal, observou que, dentre a maior parte dos isolados de fungos
filamentosos, o género Aspergillus teve uma quantidade mais expressiva. A frequéncia
desse género € preocupante por ter um alto potencial de producdo de micotoxinas, dentre
elas a ocratoxina A (RODRIGUES et al., 2019). Dentre as ocratoxinas, esta se torna uma
das mais relevantes, por apresentar caracteristicas nefrotoxicas, teratogénicas e
neurotoxicas (RODRIGUES et al., 2019).

O Geotrichum € um dos principais géneros de fungos leveduriformes desejaveis,
desde a matéria prima, sendo grande parte das vezes utilizado como fermento nos
laticinios, e propaga-se na maioria dos queijos curados por superficie durante os primeiros
estdgios de maturacdo dando textura, coesdo e espessura da casca (BOUTROU e
GUEGUEN, 2005).
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Nos estudos de Silva (2003) os géneros Candida e Debaryomyces se sobressairam ,
este estudo avaliou a qualidade microbioldgica e ocorréncia de leveduras em diferentes
amostras de queijo tipo Minas Frescal. Candida é o género de leveduras mais comumente
encontrado (SILVA, 2003), estando envolvida de forma direta em processos de
deterioracdo em Vvarios tipos de queijos, tornando indesejavel neste alimento (ALMEIDA,
2011). J& o género Debaryomyces é caracterizado principalmente por ter pouca atividade
fermentativa e elevada tolerancia ao sal (18,0 a 20,0%) (BUTINAR et al., 2005; FLEET,
2003; SILVA, 2009).

3.3 Deterioracdo fungica em queijos

A presenca de fungos filamentosos e leveduras em queijos é indesejavel, pois
muitos deles sdo deteriorantes. Quanto maior a contagem destes micro-organimos, maiores
sdo as deficiéncias de higiene na planta do processamento ou matéria prima (BANJARA et
al., 2015).

Os filamentosos em sua maioria sao aerdbios e geralmente produzem enzimas que
atuam sobre diferentes nutrientes. Algumas espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium,
Mucor e Rhizopus produzem proteinases e lipases extracelulares (SOUZA et al., 2016).

As leveduras por sua vez, apresentam caracteristicas parecidas com os filamentosos
e por isso podem utilizar de substratos como o carboidrato para o seu desenvolvimento,
além de utilizarem condic¢des seletivas como um baixo pH e atividade de agua inferior a
0,94 (ALMEIDA, 2011).

O queijo é composto por elementos tais como: &gua, proteinas, gordura, sais e
lactose; dependendo do substrato utilizado pelos fungos para o seu desenvolvimento,
podem ser classificados em trés diferentes grupos: proteoliticos, lipoliticos e sacaroliticos
(BELOTI, 2015).

As enzimas proteoliticas produzidas pelos fungos agem em sua maioria sobre a
k-caseina, acarretando a desestabilizagdo das micelas de caseina; essas enzimas favorecem
a formacdo de aminodcidos ndo desejaveis durante a maturacdo de alguns queijos e
alteracdo nas caracteristicas organolépticas, como o sabor amargo, sendo associada a sua
presenca como problema tecnolégico (RIBEIRO JUNIOR, 2017). Estudos mostram que a
presenca dessas enzimas no leite, promove diversos problemas, independente dos

processos de pasteurizagdo ou o tratamento UHT, oS micro-organismos se mostram
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sensiveis, mas as enzimas sdo estaveis em tratamentos térmicos (RECIO et al., 2000;
MARIOTO et. al, 2020).

Os agentes lipoliticos, da mesma forma que os proteoliticos tém grande impacto na
producdo desses alimentos, pois comprometem a qualidade do produto (BELOTI, 2015).
Estas enzimas produzidas pelas leveduras e fungos filamentosos, denominadas de lipases,
hidrolisam gorduras tanto do leite, como dos derivados; e 0s acidos graxos, de cadeia curta,
liberados no decorrer da lipolise sdo vulneraveis a oxidacao, surgindo assim, compostos
que alteram as caracteristicas desejaveis, desenvolvendo a rancificacdo, tornando o queijo
inapropriado para 0 consumo, ocasionando a rejeicdo pelo consumidor (MARIOTO et al.,
2020).

Sacaroliticos sdo os micro-organismos que utilizam carboidratos como substrato
para 0 seu desenvolvimento, dentre eles, a lactose (JAY, 2000). A lactase (B-
galactosidase) hidrolisa o dissacarideo formando B-D-galactose e a-D-glicose (GEKAS e
LOPEZ-LEIVA, 1985). Essa enzima tem uma melhor atividade sacarolitica a 35°C e pH
entre 6,9 e 7,3 (ANDRADE, 2005). Assim, apresenta atividade quando o produto é
submetido em temperatura mesofila (SA et al., 2017). A acdo dessa enzima resulta na

producdo de acidos, grande quantidade de gas e alcool (TRONCO, 2008).

3.4 Risco ao consumidor de produtos de origem animal clandestino

Produtos de origem animal que ndo passam pelo processo de inspe¢do sanitaria
podem apresentar maleficios ao consumidor, promovendo riscos a sua saude, como as
DTAs. Ainda que sejam obtidos de animais sadios, sdo carreadores de riscos biolégicos,
fisicos e quimicos (ABRAHAO; NOGUEIRA; MALUCELL, 2005).

O consumo de alimentos clandestinos podem ocasionar ao consumidor infeccdes,
quando houver a ingestdo de alimentos que contenham organismos patogénicos;
toxinfeccdo na ocasido de ingestdo de alimentos que apresentam organismos prejudiciais a
salde e que liberam substéncias toxicas; e intoxica¢do, quando ha ingestdo de alimentos
com substancias tdxicas, como por exemplo, as de origem flngica, chamadas de
micotoxinas; a sintomatologia das DTAs podem alternar de acordo com o microrganismo,
toxina e quantidade do alimento ingerido, sendo que 0s sintomas mais Vvistos sao

gastroenterite, émese, algia abdominal, cefaleia e febre (BRASIL, 2008).
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A presenca de micotoxinas tem sido associada com alguns surtos de DTAs. Em
1974 houveram registros de aflatoxicoses em 397 pessoas em estados vizinhos no noroeste
da India (SAVI; ZENAIDE, 2020), o qual levou 108 pessoas ao 6bito. Em 2004, foram
responsaveis por uma epidemia onde houve 317 casos foram notificados e uma taxa de
letalidade de 39% no Kenya (PROBST; NJAPAU e PETER, 2007). Os casos de
subnotifica¢bes sdo elevados devido as dificuldades de assisténcia médica e diagndstico
em areas de altos niveis de contaminacdo em alimentos (MS, 2008).

No Brasil existem trés esferas legais que tem como objetivo a inspecdo sanitaria e
industrial de produtos de origem animal; o servico de inspecdo federal (SIF), no qual se
registram os estabelecimentos que fazem o comércio entre estados e exporta¢des; 0 servico
de inspecdo estadual (SIE), onde sdo registrados os estabelecimentos que comercializam
produtos entre municipios; e o servico de inspecdo municipal (SIM), no qual séo
registrados os estabelecimentos que comercializam produtos dentro do municipio
(ABRAHAO; NOGUEIRA; MALUCECELL, 2005; BRASIL, 2017). Estes tém como
objetivo garantir a qualidade do alimento desde a sua origem até o consumidor,

proporcionando a populacdo um produto saudavel e apto ao consumo (BRASIL, 2017).
3.4.1 Risco micologico ao consumidor do queijo tipo Minas Frescal clandestino

As caracteristicas do processamento do leite, podem favorecer uma alta
contaminacdo do queijo tipo Minas Frescal, além da forma que é embalado, transportado e
comercializado (PASSOS et al., 2009). Os queijos informais em sua maioria s&o
produzidos por leite cru, além de ndo passar por nenhum processo que venha inibir
sujidades ou contaminac@es (OLIVEIRA, 2020). Muitas das vezes a falta de conhecimento
do produtor, favorece a manipulacdo inadequada, desprovida de higiene, proporcionando,
ainda mais, um produto inapto ao consumo (PASSOS et al., 2009; AMORIM et al., 2014).
A contaminagdo micoldgica nesse alimento é preocupante, uma vez que alguns géneros de
fungos filamentosos produzem micotoxinas proporcionando um grande risco a saude do
consumidor.

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas sdo as que mais se destacam, e em sua
maioria sdo produzidas por algumas espécies do género Aspergillus; sendo a aflotoxina B1
(AFB1) considerada a mais tdxica que ocorre naturalmente (RODRIGUES et al., 2020).
Essa substancia é metabolizada no figado, pelo sistema do citocromo P450, formando a
aflatoxina M1 (AFM1), uma hepatotoxina e supressor imunitario classificado como um
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carcindgeno grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 2002).
Estudos em vacas mostram que a AFML1 foi detectada no leite e na urina seis horas ap0ds a
ingestdo de AFB1 (QUEIROZ et al., 2012; OGUNADE et al., 2016).

Outra toxina que o consumidor esta susceptivel quando ingere queijos clandestinos
é a deoxinivalenol, que é produzida por fungos do género Fusarium e pode ocasionar
vomitos, efeitos imunotoxicos e mudangas neuroquimicas no cérebro, além de ser um
potente inibidor de sintese proteica (ESCRIVA; FONT e MANYES, 2015). A ocratoxina
também € uma toxina com propriedades cancerigena, teratogénica e nefrotdxica; € um
metabolito secundario produzido por fungos do género Penicillium, como P. nordicum e
do género Aspergillus, como exemplo o A. carbonarius onde tem ocorréncia em Vvarios
paises, sendo isolada principalmente em grdaos (RODRIGUES et al., 2020). além das
micotoxinas mencionadas, existem muitas outras toxinas que trazem maleficios a saude do
consumidor como a citrinina, fumonisinas e zearalenona (ALSHANNAQ e YU, 2017).

As micotoxicoses ocorrem mundialmente. Em um estudo em comunidades rurais
no norte da Nigéria contendo 120 pacientes entre criancas, adolescentes e adultos, foi
investigada a exposicdo a toxinas através da analise da urina (EZEKIEL et al., 2014), no
qual, os resultados mostraram que 50,8 % (61/120) das amostras tinham ocratoxina,
14,2%(17/120) AFML1 e 13,3% (16%) AFB1. Mostrou-se ainda nesse estudo que as toxinas
encontradas, também estavam presentes nos alimentos consumidos pelos voluntarios,

mostrando uma correlacdo da alimentacdo com a exposicao de micotoxinas.



22

4 METODOLOGIA

4.1 Amostragem

As amostras foram adquiridas em feiras livres no municipio de Araguaina/TO. No
municipio existiam trés feiras livres e apenas uma ou duas barracas por feira
comercializavam o queijo fresco. Sendo assim, foram analisadas 20 amostras de queijos
tipo Minas Frescal, entre abril e junho de 2019. As amostras foram adquiridas,
identificadas, acondicionadas em caixa isotérmica com gelo nas mesmas embalagens
colocadas pelo vendedor, e encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia de Alimentos,
da Universidade Federal do Tocantins, Campus de Araguaina/TO, Brasil.

4.2 Processamento das amostras para o isolamento fangico

No laboratério, em condigdes assépticas, cada queijo foi amostrado com cerca de 10
fragmentos pesando no total 259. A amostra foi colocada em saco plastico contendo
225mL de agua peptonada, formando a dilui¢do 102, Em seguida, homogeinizou-se com
auxilio do aparelho Stomacher Lab 400 por 180 segundos. Realizou-se entdo as diluigdes
decimais seriadas até 10 em tubos de ensaio contendo solucio salina (0,85%) peptonada
(0,01%) esterilizada. De cada diluicdo, 100 uL foram plaqueados em duplicata em meio de
cultura Agar Dicloran Rosa de Bengala e Cloranfenicol (DRBC), preparado conforme
instrucdes do fabricante e vertido em placas de Petri de 90mm de didmetro. As placas
inoculadas foram incubadas aerobicamente por cinco dias a 25+ 2°C (SILVA et al., 2017).
A partir dessa etapa, os procedimentos foram realizados no Laboratério de Higiene e Satde

Publica da Universidade Federal do Tocantins, Campus Araguaina/TO.

4.3 Isolamento fungico

Apo6s o periodo de incubagdo, as colbnias de fungos filamentosos foram
caracterizadas macroscopicamente, contadas, isoladas e agrupadas em morfotipos em cada
amostra. As colonias com aspecto de levedura foram analisadas por microscopia a fresco
para confirmacdo e distincdo em relacdo as bactérias. O isolamento, tanto dos fungos

filamentosos como leveduriformes ocorreu a partir do repique do DRBC para o Agar
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Dextrose Batata (BDA) e depois dos repiques sucessivos continuos em BDA para que se
obtivesse fungos isolados e purificados por placa, como mostra a Figura 1.

O calculo da contagem de UFC foi realizado através da média entre as placas
(duplicata), logo apds foram transformados por mL e corrigidos pelo fator de diluicao
(numero de col6nias das duas placas/ 2) x 10 (para transformar em mL) x a diluicdo que foi
feita a contagem (exemplo: quando a leitura foi feita na diluigdo 102 foi multiplicado por
100 (SILVA et al., 2017).

Figura 1. A) Crescimento de fungos leveduriformes e filamentosos em 4gar DRBC; B) Fungos
leveduriformes purificados em BDA; C) Fungo filamentoso purificado em BDA, isolados em queijo
tipo Minas Frescal clandestino, oriundo de feira livre no municipio de Araguaina/TO

Fonte: Arquivo pessoal.

4.4 Conservacao de fungos filamentosos e leveduriformes

Os fungos filamentosos purificados foram conservados pelo método de Castellani
(1939), que consiste em varios repiques em tubos de ensaio contendo &gua destilada
esterilizada, enquanto que as leveduras foram conservadas pelo método realizado por
Silva; Costa e Reche (2008), no qual, apds purificadas, as leveduras foram repicadas em
caldo cérebro-coracdo para sua multiplicacéo e, ap6s dois dias, foram feitas aliquotas de
1,0 mL e adicionadas em microtrubos com adicdo de 0,5mL de glicerina PA e conservados
a-20C°.

4.5 ldentificagdo de fungos filamentosos e leveduriformes

A identificacdo dos fungos filamentosos ocorreu a partir da repicagem de um
representante de cada morfoespécie em BDA. Apds cinco dias de crescimento, realizou-se
a técnica do microcultivo (RIDDELL, 1950), que consiste no cultivo do fungo em
pequenos fragmentos de meio de cultura, entre 1dmina e laminula, em camara Umida,

durante 10 dias. Apds a expansdo e fixacdo do fungo na porgdo inferior da laminula,
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retirou-se a mesma com cuidado para manter intactas as estruturas importantes para a
taxonomia e adicionou a solucdo de azul de lactofenol. O preparado foi levado ao
microscopio para visualizacdo e identificacdo do maior nivel taxinbmico do fungo por
meio de comparacdo das estruturas visualizadas com as disponiveis na literatura
(PIZZIRANI KLEINER, 1998; ANVISA, 2004; FAIA, 2011).

Para identificacdo molecular de leveduras foi feito repique das amostras que
estavam armazenadas no BHI com glicerina a -20°C em placa de Petri contendo agar BDA
e incubadas em estufa por 48 horas a 35°C. ApGs esse periodo, fez-se outro repique para
caldo cérebro coragdo (BHI) (Acumedia, Baltimore, USA) por 24 horas a 35°C para
multiplicacdo e posteriomente extragcdo de DNA gendmico.

Para a extracdo do DNA foi realizado o método de Cheng e Jiang (2006). Um mL
do caldo de cultura foi adicionado a um microtubo de centrifugacdo descartavel de 1,5 mL
livre de DNAse, RNAse e pirogénios. Os microtubos foram centrifugados a 15.000 rpm
por 3 min, sendo descartado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em
homogeneizador com 400 pL de tampdo STE sendo novamente centrifugados a 13.000
rpm por 3 min e descartando-se o sobrenadante. Foram entdo adicionados 200uL de
tampéo TE, homogeneizados e adicionados 100 pL de fenol saturado equilibrado (pH 8,0)
e agitado em vdrtex por 2min. Em seguida procedeu-se a lavagem do material genético:
160 pL do sobrenadante foram transferidos a um microtubo de centrifugacdo limpo e
adicionados de 40 pL de TE e 100 pL de cloroférmio. O processo de lavagem foi realizado
por duas vezes. Foram recolhidos 100 pL do sobrenadante da Gltima lavagem e
adicionados em outro microtubo de centrifugacéo limpo e acondicionado a -20°C.

Para a amplificacdo das regides espagadoras transcritas internas (ITS) do rDNA das
leveduras foi utilizado oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
(WHITE et al., 1990). Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1 % (w/v) em tampédo TBE 1 X (EDTA 2 mM, Tris-HCI 0,1 M, e acido borico
0,1 M [pH 8,0]) (SAMBROOK e RUSSELL, 2001) e visualizados sob luz ultravioleta.
Logo em seguida, os produtos da PCR foram purificados (PureLink™ Genomic DNA
Purification Kit, Invitrogen) seguindo as instrucfes do fabricante. Apos a purificacdo, os
produtos de PCR foram sequenciados pelo método de Sanger (ABI 3500 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Foster City, USA) em ambas dire¢oes.

A qualidade das sequéncias foi avaliada pelo software BioEdit v. 7.2.5(HALL,
1999) e as sequéncias consensuais foram geradas pelo CAP 3 (HUANG; MADAN, 1999).
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A identificacdo foi realizada pelo Blast tool do National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

4.6 Verificacdo da atividade proteolitica de estirpes fungicas associadas ao queijo tipo

Minas Frescal em diferentes condicGes de temperaturas

Para verificacdo da atividade proteolitica das estirpes fungicas isoladas, foi
realizada a metodologia proposta por Ribeiro Janior (2017), onde os isolados fungicos
foram repicados em placa de Petri contendo BDA suplementado (9:1) com uma solugéo
estéril de leite em po desnatado constituido (10%) para avaliar a atividade proteolitica.
Foram feitas duas placas, uma incubada a 25+ 2°C durante cinco dias e a outra 7+ 2 °C
durante dez dias para comparar se o fungo era proteolitico ou ndo em temperatura mesofila
e psicrotréfica, respectivamente. Na leitura dos resultados, a presenca de halo translucido
significa que o fungo é proteolitico, e na auséncia deste, se deu como negativo, ou seja, 0
fungo néo é proteolitico, como mostra a Figura 2.

Figura 2. Halos de protedlise de leveduras em agar BDA/Leite (A) e de fungos filamentosos (B) isolados
em queijo tipo Minas Frescal clandestino, oriundo de feira livre no municipio de Araguaina/TO, no
periodo de abril a junho de 2019

Fonte: Arquivo pessoal.

4.7 Verificacdo da atividade lipolitica de estirpes fungicas isoladas em diferentes

condicgbes de temperatura

Para verificagdo da atividade lipolitica foi utilizada a metodologia de Marioto et
al. (2020). Para isto, os fungos foram repicados em duas em placas contendo agar base

tributirina (Himedia, Mumbai, India) suplementado com tributirina (Himedia, Mumbai,
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india) na proporcao de 99:1, sendo uma placa incubada a 7 +1 °C por 10 dias, e a outra a
25 + 1 °C por 48 horas para leveduras, ja para filamentosos, uma placa incubada por
cinco dias a a 25 + 1 e outra a 7 £1 °C por 10 dias para verificacdo da atividade
lipolitica em temperatura psicrotrofica e mesofila, respectivamente. A atividade
deteriorante foi obtida através da formacdo de halos de lipdlise ao redor das colbnias,

como mostra a Figura 3.

Figura 3. Halos de leveduras (A) e fungos filamentosos (B) em agar tributirina isolados de queijo
tipo Minas Frescal clandestino, adquirido em feira livre no municipio de Araguaina/TO, no periodo
de abril a junho de 2019

Fonte: Arquivo pessoal.

4.8 Verificacdo da atividade sacarolitica em diferentes aclcares de estirpes
fangicas em diferentes condi¢6es de temperatura.

Para avaliacdo da presenca de atividade sacarolitica em diferentes acucares, foi utilizada a
metodologia proposta por SILVA et al. (2017). Para isto, os isolados de fungos
leveduriformes e filamentosos foram repicados em trés pontos em duas placas de Petri
contendo agar base purpura de bromocresol (BAP), suplementado com lactose a 10% e
repicados também em placas contendo BAP suplementado com dextrose a 10%, sendo
uma placa incubada a 25 + 1 °C por 48h e outraa 7 1 °C por 10 dias para leveduras e
para fungos filamentosos 25 = 1 °C por 5 dias e a 7 £1 °C por 10 dias, para avaliar a
atividadade em temperatura mesoéfila e psicrotrofica respectivamente. A atividade
acidificante foi observada através da alteracdo do pH no meio, apresentando coloragédo de

aspecto amarelado ao redor da colonia, como mostra a Figura 4.
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Figura 4 Mudanca de coloragéo de colbnias de leveduras (A) e fungos filamentosos (B) pela

acidificacdo do meio de cultura para fermentacao de agUcares, isolados de queijo tipo Minas

Frescal clandestino, adquirido em feiras livres no municipio de Araguaina-TO, no periodo de
abril a junho de 2019

Fonte: Arquivo pessoal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada a presenca de fungos nas 20 amostras analisadas (100%). Em 9
(40%) amostras houveram a presenca de fungos filamentosos e em todas, a presenca de
leveduriformes, conforme mostrado na tabela 1.

Determinando o nivel de contaminacdo do queijo Minas em Salvador — BA, Araujo
(2001) observou que 16% (1/6) das amostras avaliadas apresentaram contagem para fungos
filamentosos e leveduras. Por mais que ndo tenha uma legislacdo (Portaria n.° 146/1996 —
MAPA / BRASIL, RDC n°12/2001) que estabeleca o padréo para os fungos em queijo tipo
Minas Frescal, a presenca desses micro-organismos nesse tipo de queijo pode acusar a
qualidade higiénico-sanitaria do alimento, uma vez que sdo indesejaveis e a sua presenca
indica um déficit na matéria prima, de higiene no processamento e/ou forma de
comercializagéo.

As contagens de fungos filamentosos e leveduras variaram entre 1,4x10* e 12,7x10°
com média de 7,6 (+2,6) x 10° se mostrando superiores quando comparado aos achados de
Quintana e Carneiro (2007) que encontraram 3,4x10% avaliando queijos minas
comercializados em quitandas de Morrinhos — GO. A grande variacdo de contagem de
leveduras e fungos filamentosos aponta para diversos parametros no processamento e na
maneira de exposicdo dos queijos. A presenca de sujidades é um fator inquestionavel no
presente trabalho, corroborando com observaces realizadas no momento da aquisicao. Os
queijos comercializados nas feiras, ndo estavam acondicionados de maneira correta,
estando assim expostos ao ar livre, e sem embalagens, sem nenhum tipo de refrigeragédo
contribuindo para condi¢des néo satisfatdrias.

Dos 19 fungos filamentosos isolados e identificados, 9 (47,36%) foram do género
Penicillium, 3 (15,78%) do género Fusarium, 2 do género Cladosporium, 1 do género
Geotrichum, 1 do género Diplococcium, 1do género Rhizophus e 1 do género Mucor
conforme mostra a Tabela 1.

O género Penicillium ¢é conhecido por causar contaminagdo alimentar, sdo
distribuidos em todo mundo, sdo fungos que esporulam bastante e por isto estdo presentes
nos solos e no ar, esse género € marcado também por seu potencial deteriorante (PITT,
2000). Na industria de alimentos o Penicillium camemberti, P. roqueforti, P. glaucum, P.
bilaiae, P. candida estdo ligados na fabricagdo de determinados tipos de queijo (CHAVEZ;
BULL e EYZAGUIRRE, 2006). O Penicillium comune é um importante fungo
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deteriorador de alimentos, principalmente em queijos, incluindo até mesmo queijos
embalados a vicuo (KURE et al., 2002).

Tabela 1 - Fungos filamentosos e leveduriformes isolados de amostras de queijo tipo Minas Frescal
comercializados ilegalmente em feiras livres no municipio de Araguaina- TO, no periodo de abril a

junho de 2019
Amostras Amostras de Queijos Tipo Minas Frescal
Filamentosos (Género) Leveduriformes (Espécie)
1 (Paigrr::lclr:lﬂ Candida parapsilosis
2 Aspergillus Debaryomyces hansenii
3 - Kluveromyces lactis
4 - Candida parapsilosis
6 - Kluveromyces lactis
7 Diplococcium Pichia kudriavzevii
8 Fusarium Kluveromyces lactis
9 - Kluveromyces lactis
10 - Kluveromyces lactis
Candida metapsilosis
11 Penicillium Clavispora lusitaniae
Candida spp.
12 Fusa”“'.“ Kluveromyces lactis
Cladosporium
Clavispora lusitaniae
13 - -
Kluveromyces lactis
14 i Kluveromyces lactis
Candida parapsilosis
15 - Clavispora lusitaniae
Candida metapsilosis
16 - - —
Clavispora lusitaniae
Fusarium
Penicillium
Penicillium
17 Penicillium Clavispora lusitaniae
Penicillium
Penicillium
Rhizophus
Penicillium Clavispora lusitaniae
18 Cladosporium
Mucor
19 - Clavispora lusitaniae
20 Penicillium Candida aaseri

Fonte: Elaborada pelo autor.

O crescimento dessa espécie nesse produto ocasiona descoloracdo da superficie e a

producdo de um sabor desagradavel (KURE et al., 2002). Produtor de diversas toxinas, a

sua presenca nos queijos se torna preocupante por ser um alimento com alta demanda
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2020), chegando assim a muitos individuos (BLAKISTON,

1982; TANIWAKI e SILVA, 2001).
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Figura 5. Fungos do género (A) Penicillium, (B) Fusarium, (C) Aspergillus sp. , isolados de amostras de
Queijo Minas Frescal e comercializados informalmente em feiras livres no municipio de Araguaina —
TO, no periodo de abril a junho de 2019, identificados a partir da técnica de microcultivo,
visualizados por microscopia é{)tica com aumento de 400x

Souza (2016) avaliando a ocorréncia de fungos deteriorantes e de micotoxinas em
queijo parmesdo observou que todos os isolados pertenciam ao género Penicillium, e que
conseguiram isolar do ar e das prateleiras onde os queijos eram colocados, mostrando
assim que o crescimento desse género, em sua maioria, € ambiental.

Como observado na tabela 1 o género Fusarium foi outro possivel agente
micotoxigénico isolado, se tornando um fator preocupante aos consumidores desses
queijos informais. Assim como o genéro Penicillium, o Fusarium é conhecido pela
producdo de micotoxina, e também por contaminacdo através do ar. Assim, a presenca de
fungos do género Fusarium indica sanitizacdo insatisfatoria durante a fabricacdo do queijo
(MASOTTI et al., 2019).

Alguns estudos mostram a baixa presenca de Fusarium em queijos e que o género é
associado a problemas em plantacGes e enfermidades em humanos. Um estudo avaliando a
presenca de fungos em queijos mostrou que apenas 2,9% dos isolados eram Fusarium
(TORKAR e VENGUST, 2008).

O presente estudo teve como o segundo maior isolado, mostrando assim que a
presenca do Fusarium é um risco em alimentos. Este género é produtor de fumonisinas,
que sdo toxinas produzida por varias espécies, mostrando perigo para a salde humana
(CALDAS et al., 1998). Uma das que mais se destacam é a fumonisina B1, pois ela pode
alterar o comportamento e morfologia celular (SAVI; ZENAIDE, 2020).

O género Cladosporium é marcado pela espécie Cladosporium cladosporoides

caracterizado principalmente por ser produtor de enzimas que tranformam sacarose em
frutose, producdo da invertase (UMA et al., 2010). Existem estudos que mostram que o

género Cladosporium é um potencial alergénico; a principal causa da contaminagdo por
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Cladosporium est& no processo de fabricacdo do queijo. Qualquer falha no processo que
permita uma maior acidificacdo da massa pode predispor o crescimento deste género
(SOUZA, 2016).

O género Aspergillus ndo teve uma alta prevaléncia neste estudo, porém ndo é
menos importante. Assim como o Penicillium e o Fusarium a presenca desse género nesses
alimentos é preocupante.

O género Aspergillus é conhecido por sua alta producdo de toxinas. As Aflatoxinas
sdo as micotoxinas mais conhecidas produzidas principalmente pelo Aspergillus flavus e A.
parasiticus (RODRIGUES, 2019).

Animais leiteiros que consomem alimentos contendo AFB1 resulta na conversao
metabolica da AFB1 em AFM1 (RODRIGUES, 2019). Devido a falta de estudos, a AFM1
foi primeiro categorizada como (grupo 2b) possivel carcindbgeno humano (SAVI;
ZENAIDE, 2020). Porém com o passar dos anos e com base em atividades genotdxicas e
carninogénicas in vitro, a AFM1 mudou para o grupo 1 de carcinégeno humano (IARC,
2002; POESTER et. al, 2015; HASSAN et. al, 2018). Assim, a presenca dessas toxinas no
queijo, provoca sequelas ao consumidor, mostrando, que por mais que tenha se mostrado
inferior em quantidade nesse estudo, 0s consumidores estdo expostos a esse agente, que é
preocupante.

Em um estudo avaliando 60 amostras de queijos na Eslovénia, observou-se a
presenca de fungos filamentosos em 60% das amostras, sendo 33,8% do genéro
Aspergillus (TORKAR e VENGUST, 2008). Outro estudo sobre fungos deteriorantes em
queijos observou que 41,3% das ocorréncias eram por este agente (NETO, 2005).

Em relacdo as leveduras, a mais isolada foi a Kluveromyces lactis como mostra a
Tabela 1, sendo encontrada na maioria das amostras. E uma levedura encontrada
comumente em leite e derivados, tem uma alta capacidade de assimilar lactose, como
mostra a Tabela 2, e utiliza esse carboidrato como fonte de carbono e energia. Essa
atividade permite a realizacdo da fermentacéo de lactose presente no permeado do soro do
leite, um residuo gerado nos laticinios (HARAMI, 2009). A grande quantidade de amostras
contendo Kluveromyces lactis pode ser justificada pela fabricagcdo do queijo, com a matéria
prima em comum, uma vez que tinham poucos comerciantes e as amostras foram
adquiridas do mesmo em um espaco curto de tempo.

A Candida parapsilosis e Clavispora lusitaniae também conhecida como Candida
lusitaniae sdo ditas como Candida ndo-albicans e caracterizadas principalmente por serem

patogenos fungicos oportunistas, sendo emergentes associadas com diversas infeccdes, tais
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como: candidemia, vaginite e endoftalmite, além de ter um crescente surgimento em
pacientes hospitalizados (SAVINI et al., 2010). Tem uma taxa de mortalidade menor
qguando comparada a Candida albicans (SILVA et al., 2012). A C. parapsilosis ¢ isolada
principalmente em fontes ambientais (NOSEK et al., 2009), sendo o fungo mais
comumente isolado em mdos humanas (SILVA et al., 2012), podendo justificar assim a
presenca deste nas amostras analisadas, como contamina¢do ambiental (SAVINI et al.,
2010).

Das amostras analisadas, 70% (14/20) estavam contaminadas com a levedura do
género candida, sendo que destas 50 % (7/14) eram C. lusitaniae; 28,57% (4/14) de C.
parapsilosis, 7,14% C. aaseri e 14,28% (2/14) C. metapsilosis mostrando assim o grande
perigo do consumo dos queijos vendidos de forma clandestina.

A Debaryomyces hansenii € uma espécie comumente encontrada em Vvarios tipos de

queijos, além de ser um micro-organismo xerofilo liberam varias proteinas toxicas que séo

letais a outras espécies de leveduras competitivas (SAFAA et al.,2017).

Tabela 2 = Atividade proteolitica, lipolitica e sacarolitica de fungos filamentosos isolados nos queijos
tipo Minas Frescal comercializados de forma ilegal em feiras livres de Araguaina, Tocantins, no

periodo de abril a junho de 2019

Proteolitico Lipolitico Sacarolitico
. Fungos Dextrose Lactose
Fllanjentosos Amostras 25°_C/ 7°C_/ 25°_C/ 7°C_/ 2550/ 75C] 2500/ 75C]
(Género) 5 dias 10 dias 5 dias 10 dias 5 dias 10 dias 5 dias 10 dias
Penicillium X# - X X - - - -
Geotrichum 1 X - X X - - - -
Aspergillus 2 - - X - X - X -
Diplococcium 7 X - X X X - X -
Fusarium 8 - X X X - - - -
Penicillium 11 - - X X - - - -
Fusarium 12 - X X X - - - -
Cladosporium X X X X - - - -
Fusarium X X X X - - - -
Penicillium - X X X X X X -
Penicillium X X X X - X - -
Penicillium 17 X - X X - - X -
Penicillium - X - - X X - -
Penicillium - - X - - - - -
Rhizophus - - X X X - - -
Mucor - - - - X - X -
Penicillium 18 - X X - X - - -
Cladosporium X X X X - X - -
Penicillium 20 X - X X - - X -
47 %(9)™ | 47% (9) | 89,47% | 73,68% | 36,84% | 21,05% | 31,57%
Total @17 (14) (7 4) (6)

#presenga,*auséncia, “"porcentagem de fungo positivo para analise (total de amostras positivas para a caracteristica

analisada)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em relacdo a atividade deteriorante dos fungos filamentosos, 73,68% (14/19)
tiveram acdo proteolitica, sendo que desses, 21,05% (4/14) obtiveram crescimento em
temperatura mesofila e psicrotrofica como mostra a Tabela 2. Dos 19 isolados, 89,47%
(17/19) foram lipoliticos, sendo que 82,35 % (14/17) produziram lipases nas duas
temperaturas submetidas. e 57,89 (11/19), foram sacaroliticos, sendo destes 72,72% (8/11)
sobre a dextrose e 54,54 % (6/11) lactose.

Quanto a atividade lipolitica das leveduras a Tabela 3 mostra que 92% (23/25)
utilizam de gorduras como fonte de energia e dessas 86,95% (20/25) produzem lipases em
temperatura psicrotrofica. Quanto a atividade proteolitica 64% (16/25) das leveduras
obtiveram atividade proteolitica e 37,50% (6/16) desses produziram proteases em
temperatura psicrotrofica. Com relacdo a atividade sacarolitica 88% (23/25) das leveduras
tinham esse potencial sobre a dextrose e 12% (3/25) obtiveram energia através da lactose

Leveduras sacaroliticas hidrolisam o carboidrato, produzindo &cido e grande
quantidade de gas e alcool (RIBEIRO JUNIOR, 2015). A dextrose ¢ um agtcar universal
compondo diversos alimentos. A maior quantidade de fungos que fermentaram a dextrose
indica uma possivel contaminacdo ambiental sobre o queijo, assim, o potencial sacarolitico
desses microrganismos podem degradar outros alimentos.

O ponto alto do metalismo de qualquer carboidrato é a sua degradacdo em glicose,
que € o carboidrato mais simples; no queijo o Unico carboidrato € a lactose; entdo agentes
que apresentem enzimas galactosidase se sobressai nesse meio, eles clivam a lactose em
glicose (BELOTI, 2015). O é&cido latico é o metabdlito principal produzido por esses
micro-organismos e é a principal causa de acidificacdo; a maioria das enzimas que
degradam o carboidrato tem a temperatura mesoéfila como 6tima para sua agdo, ou seja, a
refrigeracdo de queijos pode diminuir a atividade destas enzimas (BELOTI, 2015).

Ribeiro Junior et al.,, (2017), avaliando os isolados identificados de fungos
termoduricos proteoliticos do leite cru refrigerado, observou que das 08 amostras que
obtiveram crescimento fungico, 9,1% (1/11) das colbnias cresceram apenas em

temperatura mesofila e 90,9% (10/11) em temperatura psicrotréfica.
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Tabela 3 - Atividade proteolitica, lipolitica e sacarolitica de fungos leveduriformes isolados nos queijos
tipo Minas Frescal comercializados de forma ilegal em feiras livres de Araguaina, Tocantins, no

periodo de abril a junho de 2019

Proteolitico Lipolitico Sacarolitico
_ 790/ Dextrose Lactose
Fungos Leveduriformes | Amostras 250.(:/ 10 ZSO.C/ 70(?/ - 7°C/ - 79C/
5 dias di 5 dias 10 dias . 10 . 10
ias 5 dias dias 5 dias dias
Candida parapsilosis 1 - X# X - - -
Debaryomyces hansenii 2 X - X X X - - )
Kluveromyces lactis 3 X - X X X X - )
C. parapsilosis 4 X - X X - - - -
K. lactis 6 X X X X X X X -
Pichia kudriavzevii 7 - - - - X - - -
K. lactis 8 - - X X X - - -
K. lactis 9 - - X X X - - -
K. lactis 10 X - X - X - - -
Candida metapsilosis - - X X X - - -
Clavispora lusitaniae 11 X X X X X X - -
Candida spp. - - X X X X - -
K. lactis 12 - X X X X - -
C. lusitaniae 13 X X X X X - - -
K. lactis X - X X X - - -
K. lactis 14 X - - - X - X -
C. parapsilosis X - X X X - - -
C. lusitaniae 15 X - X - X - - -
C. metapsilosis - - X X X X - -
K. lactis 16 X - X X X - - -
C. lusitaniae - - X X - - - -
C. lusitaniae 17 X X X X X - - -
C. lusitaniae 18 X X X X - - -
C. lusitaniae 19 X - X X - - - -
Candida aaseri 20 X X X X X - X -
TOTAL 64%)* 24% 92% 80% 88% 24% 12% 0%
(16) (6) (23) (20) (22) ® 13 (0)

“auséncia, *presenca, “porcentagem de fungo positivo para analise (total de amostras positivas para a caracteristica

analisada)

Fonte: Elaborada pelo autor

Outro estudo mostrando a contaminagéo do leite na ordenha por micro-organismos

proteoliticos e lipoliticos observou que 44,14% (64/145) das amostras possuiam

microrganismos lipoliticos e apenas 11,03% (16/145) possuiam atividade proteolitica
(MOREIRA e MONTANHINI, 2014). Esses resultados corroboram com os achados no

presente estudo, onde a maioria dos isolados obteve atividade lipolitica. A presenca desses

microrganismos traz problemas tecnoldgicos, diminuindo a vida atil do queijo e fazendo

alteracdes em seu sabor, tornando o produto mais ran¢o, com sabor amargo e um forte

odor.
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A presenca tanto dos fungos filamentosos quanto leveduriformes é preocupante, pois sao
produtores de enzimas deteriorantes que diminuem a vida Gtil do alimento, e dependendo
do género e espécie, além de ser deteriorantes, podem ser produtores de toxinas (LACAZ
etal., 2002).
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6 CONCLUSAO

Evidenciou-se nesse estudo a presenca de fungos filamentosos e leveduriformes em
queijos Minas Frescal comercializados clandestinamente em feiras livre no municipio de
Araguaina/TO. Grande parte dos filamentosos isolados é do género Penicillum, um
produtor de toxinas que se ingeridas podem causar graves problemas a salde humana
inclusive relacionados a neoplasias. As leveduras de maior prevaléncia foi a Kluveromyces
lactis seguida da Clavispora lusitaniae.

A alta contagem de fungos filamentosos e leveduras nas amostras indicam a falta de
higiene na matéria prima, como na producdo, armazenamento e comercializacdo deste
produto.

Os fungos isolados tem um alto potencial deteriorante diminuido a qualidade e a
vida atil do alimento que estes estdo presentes.

E necessario que liderancas publicas promovam investimentos que favorecam a
educacdo sanitaria. Eventos de extensdo de conhecimentos devem ser aplicados e a
fiscalizacdo sanitaria deve ser intensificada para que ndo haja transporte e comercializacdo
destes produtos.

Politicas publicas devem ser implantas com o objetivo de auxiliar o pequeno
produtor, tanto na capacitacao deste como na fabricacdo do seu produto.
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APENDICE

Figura 6 — Dendrograma de similaridade filogenética de fungos leveduriformes isolados de

amostras de queijo Minas Frescal clandestino.
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