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RESUMO

DIAS, GERUZA, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de 2011. Microfiltracdo
como alternativa na producéo de queijos com olhaduras e utilizacdo da fase aquosa para
avaliacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas. Orientador: Mauro Mansur Furtado.
Coorientadores: Antdnio Fernandes de Carvalho e Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira.

A producéo de queijos com olhaduras tem crescido muito no Brasil e um dos principais
problemas de fabricacdo € a ocorréncia de estufamento tardio. Com a finalidade de resolver esta
questdo, queijos com olhaduras foram produzidos a partir de leite microfiltrado, com objetivo de
eliminar micro-organismos contaminantes e esporos de Clostridium spp. Foram avaliadas suas
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais. Uma vez que na fase aquosa
acumulam-se produtos hidrossolUveis resultantes do metabolismo bacteriano de reacdes
enzimaticas, avaliaram-se também as mesmas caracteristicas fisico-quimicas nessa fase e no
queijo. Verificou-se também o papel da adicdo de NSLAB, Lactobacillus rhamnosus e
Enterococcus durans no componente de sabor e na textura do queijo feito com leite microfiltrado.
O leite foi microfiltrado em membrana cilindrica tubular com fluxo de 120I/h e tamanho de poro
de 1,4um. Nos tratamentos foram adicionadas Propionibacterium freudenreichii e culturas
iniciadoras Lactobacillus helveticus, S. thermophilus, Lactococcus lactis subsp lactis e
Lactococcus lactis subsp cremoris. O experimento constou de quatro tratamentos: queijo com
olhaduras a partir de leite pasteurizado (P); queijo com olhaduras a partir de leite pasteurizado
adicionado de cultura NSLAB (PC); queijo com olhaduras a partir de leite microfiltrado (M); e
gueijo com olhaduras a partir de leite microfiltrado adicionado de cultura NSLAB (MC). Foram
realizadas analises fisico-quimicas e microbioldgicas no leite e no queijo e analises fisico-

quimicas na fase aquosa. As analises fisico-quimicas nos queijos e na fase aquosa foram feitas em
Xii



quatro estagios de maturacdo, 2, 15, 45 e 60 dias. Realizou-se teste de aceitacdo aos 60 dias de
maturacdo. Os resultados das analises de umidade, extrato seco, cloreto de sddio, cinzas, proteina,
nitrogénio nao proteico e nitrogénio ndo caseinico realizadas na fase aquosa e nos queijos
diferiram (P<0,05) quanto ao tempo de maturacdo e nao diferiram (P<0,05) entre os tratamentos.
Dos &cidos organicos analisados, apenas os teores de acido butirico da fase aquosa e dos queijos
fabricados com leite microfiltrado obtiveram diferencas (P<0,05) em relagcdo aqueles fabricados
com leite pasteurizado, indicando que a microfiltracao foi eficiente na eliminacdo de Clostridium
spp, micro-organismos responsaveis pela producao de acido butirico. O processo de microfiltracdo
foi eficiente na eliminacdo de micro-organismos deterioradores do leite incluindo os esporos de
Clostridium spp.. Todos o0s queijos apresentaram auséncia de Listeria monocytogenes e
Salmonella sp. e a contagem de coliforme 30 e 45°C e S. aureus manteve-se dentro dos limites
maximos da legislacdo vigente. A andlise sensorial demonstrou quanto ao atributo sabor, que o
tratamento MC obteve maior média (P<0,05), ficando entre gostei moderadamente e gostei muito,
e o tratamento PC obteve a segunda maior nota, ndo diferindo (P>0,05) dos tratamentos P e M.
Considerando-se o atributo textura, o tratamento P obteve a maior média, ficando entre gostei
moderadamente e gostei muito, diferindo (P<0,05) do tratamento M. Ja os tratamentos M e MC
ndo diferiram entre si (P>0,05). No atributo impresséo global, ndo houve influéncia (P>0,05) entre
os tratamentos. Os queijos feitos neste experimento foram os primeiros elaborados com esta
tecnologia no pais e pelos resultados promissores obtidos, poderdo incentivar as inddstrias a
utilizar essa tecnologia para a elaboracéo de queijos de longa maturacdo, com manutencdo de suas
caracteristicas originais, reduzindo significativamente os prejuizos causados pelo emprego do leite

pasteurizado, que ndo elimina a presenca das bactérias do género clostridium.
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ABSTRACT

DIAS, GERUZA, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September 2011. Microfiltration as
an alternative in production of the cheeses with eyes and utilization of the aqueous phase
for evaluation of their physiochemical characteristics. Adviser: Mauro Mansur Furtado. Co-
advisers: Antonio Fernandes de Carvalho and Célia Ldcia de Luces Fortes Ferreira.

The production of cheeses with eyes has been increasing in Brazil and one of the main
problems is the occurrence of late blowing. To study this problem, cheeses with eyes were
produced from microfiltered milk in order to eliminate common contaminating microorganisms
and spores of Clostridium. Cheese physiochemical, microbiological and sensorial characteristics
were evaluated. Since the aqueous phase accumulates hydrosoluble products resulting from
bacterial metabolism and enzymatic reactions, the same physiochemical characteristics were
evaluated in that phase and in the cheese, as well. The role of NSLAB Lactobacillus rhamnosus
and Enterococcus durans in the flavor development and in the texture of the cheese made from
microfiltered milk was also verified. The milk was microfiltered in a tubular cylindrical membrane
with 1201/h flow and 1.4pum pore size. In all treatments. Propionibacterium freudenreichii and
starter cultures Lactobacillus helveticus, S. thermophilus, Lactococcus lactis subsp lactis and
Lactococcus lactis subsp cremoris were added. The experiment consisted of four treatments:
cheeses with eyes from pasteurized milk (P); cheeses with eyes from pasteurized milk added with
NSLAB culture (PC); cheeses with eyes from microfiltrated milk (M) and cheeses with eyes from
microfiltrated milk added with NSLAB culture (MC). Physiochemical and microbiological
analyses were accomplished in milk and cheese. In the aqueous phase only physiochemical
analyses were carried out. The physiochemical analyses in cheeses and aqueous phase were
accomplished at four ripening phases, such as 2, 15, 45 and 60 days. The acceptance test was

performed at 60 days of ripening. The analytical results for moisture, dry matter, sodium chloride,
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ashes, protein, nonprotein nitrogen and noncaseinic nitrogen obtained in the aqueous phase and in
the cheeses differed (P <0.05) for ripening time, but did not differ (P <0,05) among treatments.
Among the analyzed organic acids, only butyric acid contents in aqueous phase and in the cheeses
manufactured with microfiltered milk showed differences (P <0.05) compared to results from
cheeses manufactured with pasteurized milk, indicating that microfiltration was efficient in
eliminating milk deteriorating microorganisms, including spores of Clostridium spp. which are
responsible for the production of butyric acid. All cheeses presented absence of Listeria
monocytogenes and Salmonella sp. and 30 and 45°C coliform groups and S. aureus stayed within
the maximum limits of the current legislation. Concerning flavor assessment, the sensorial
analysis demonstrated that the MC treatment obtained the highest average (P <0.05), as being
between “I liked moderately” and “I liked very much”, and the PC treatment obtained the second
higher score, therefore not differing (P>0.05) from the treatments P and M. Concerning texture
development, the treatment P obtained the highest average, as being between ‘I liked moderately’
and ‘I liked very much’, differing (P <0.05) from treatment M. The treatments M and MC did not
differ between themselves (P>0.05). Concerning the global feeling, no influence occurred
(P>0.05) among treatments. Cheeses made in this experiment were the first ones elaborated with
this technology in the country. The promising results obtained will motivate the industries to use
this technology for the elaboration of long-ripened cheeses keeping their original characteristics as
well as significantly reducing losses caused by the use of the pasteurized milk, which does not

eliminate the presence of the Clostridium spp.

XV



1. INTRODUCAO

A producdo de queijos no Brasil é de aproximadamente 650 mil toneladas anuais, com
crescimento de 141 % nos Ultimos cinco anos. Este crescimento para queijos com olhaduras foi de
até 213 % nos ultimos cinco anos com producdo de 12.000 mil toneladas ao ano (ABIQ, 2011).

Um grande problema tecnologico de fabricacdo de queijo de longa maturacdo no Brasil é a
ocorréncia de estufamento tardio causado por esporos presentes no leite. Este defeito é
caracterizado pela ocorréncia de grandes aberturas ou trincas no queijo, geralmente acompanhado
de sabores e odores indesejaveis, em consequéncia de gases e compostos produzidos pela
multiplicacdo de bactérias do género Clostridium, esporulados que resistem ao processo de
pasteurizacdo do leite. Tais defeitos devem-se a ma qualidade do leite.

O principal causador do estufamento tardio em queijos de longa maturacgéo sdo Clostridium
tyrobutyricum, Clostridium butyricum e o Clostridium sporogenes, que sdo encontrados na
natureza, sobretudo nos solos, na terra, na poeira e, com muita frequéncia, nas forragens usadas no
preparo da silagem. O Clostridium tyrobutyricum multiplica muito rapidamente e pode contaminar
o leite.

A adicdo de nitrato de potéassio no leite destinado a producdo de queijo € um método eficaz
de controle do estufamento tardio. Contudo, 0 uso desse conservante tem sido combatido em
varios paises pelo presumido risco de formacdo de compostos carcinogénicos.

A microfiltracdo tem sido recomendada para eliminar a presenga de bactérias
contaminantes indesejaveis em queijos. O uso de membranas com tamanho dos poros que varia de
0,8 e 1,4 um de diametro é capaz de remover ate 99,5 % de esporos presentes no leite.

A microfiltracdo, no entanto elimina a microbiota desejavel do leite, que é a responsavel

pela caracteristica de flavor e de textura do queijo durante sua maturagdo. Para contornar esse



problema, juntamente com o fermento propiénico podem ser adicionados bactérias laticas ndo
starter (NSLAB) de composigao conhecida.

Outro estudo, bastante explorado na Europa € a fase aquosa do queijo, que € 0 meio de
crescimento dos micro-organismos que acumulam produtos hidrossolUveis resultantes do
metabolismo bacteriano, assim como produtos das reacfes enziméticas que dao origem as
moléculas responsaveis pelo aroma e sabor do queijo.

A extracdo dos compostos soluveis de queijo utilizando-se agua é criticada por varios autores,
devido as modificagBes no equilibrio fisico-quimico, conduzindo a resultados erréneos da forma soltvel do
nitrogénio. Em estudos realizados por Thierry et al. (1998), foi observado que mais compostos
foram recuperados a partir da fase aquosa do que nas amostras de queijos extraidas em agua. A
partir desta constatacdo, acredita-se que uma caracterizacdo fisico-quimica desta fase aquosa nas
diferentes fases da maturacdo constitui uma metodologia importante sobre os mecanismos da
maturacao de queijos.

Neste trabalho foi avaliada a composicéo fisico-quimica e microbioldgica do queijo com
olhaduras produzido com leites microfiltrados e pasteurizados com e sem adicdo de NSLAB e as

caracteristicas fisico-quimicas da fase aquosa extraida do queijo.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Reduzir micro-organismos contaminantes e esporos de Clostridium spp. presentes no leite
in natura por meio do processo de microfiltracdo, de modo a obter queijo com olhaduras, com
caracteristicas préprias, desprovido dos defeitos ocasionados pelo estufamento tardio, causado

pelas bactérias deste género.

1.1.2. Objetivos especificos

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante o periodo de
maturacdo do queijo com olhaduras fabricado com leite microfiltrado, comparando-as com

aquelas do queijo com olhaduras fabricado com leite pasteurizado.



Avaliar a producdo de compostos de sabor e aroma no queijo com olhaduras fabricado com
leite microfiltrado.

Verificar os efeitos da utilizacdo de cultura NSLAB, Lactobacillus rhamnosus e
Enterococcus durans, nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do queijo fabricado
com leite microfiltrado e com leite pasteurizado.

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas da fase aquosa do queijo com olhadura fabricado
a partir de leites pasteurizados e microfiltrados.

Comparar os resultados obtidos da fase aquosa com aqueles realizados pelo método de
extragdo tradicional do queijo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processos de Separacédo por Membranas

Os processos de separacdo por membranas (PSM) tém deixado de serem apenas técnicas
laboratoriais para serem utilizados industrialmente. Os bons resultados alcancados, principalmente
nas inddstrias quimicas e de alimentos, permitem vislumbrar um futuro bastante promissor para
essa tecnologia (MOURA, 2002).

O processo envolve a separacdo de componentes de um fluido através de membranas
especiais, conduzindo ao fracionamento, a purificacdo e a concentracdo desses compostos. Essa
separagdo é baseada na massa molar, na forma dos compostos e nas interagdes com a superficie
das membranas e outros componentes da mistura (STRATHMANN, 1990).

Na préatica, 0 mecanismo de separacdo ocorre devido a influéncia de diversos parametros,
como: composic¢do da membrana, configuracdo do equipamento, superficie da membrana, pressao,
temperatura e condicdo de escoamento do fluido (KOSEOGLU et. al., 1991).

Quando comparada aos processos convencionais, a tecnologia de membranas apresenta a
vantagem de, geralmente, ser usada a temperatura de 40 °C a 55 °C, favorecendo, portanto, a
preservacdo de nutrientes e constituintes de sabor, importantes para a qualidade do produto final
(STRATHMANN, 1990).



2.1.1. Historico

Os primeiros trabalhos envolvendo membranas tém seu primeiro registro datado de 1748,
quando o francés Nolte estudou a permeacdo de &gua através da membrana de diafragma de
animal. Em seu experimento, Nolte adicionou agua e um destilado de vinho em uma bexiga
(membrana) de origem animal e mergulhando-a em &gua observou com o passar do tempo, que a
bexiga se dilatava, chegando até a se romper. A partir do trabalho de Nolte puderam-se verificar as
caracteristicas de permeabilidade e seletividade de uma membrana, ou seja, pela diferenca de
potencial quimico da &gua (dentro e fora da membrana), esta tende a migrar para o interior da
membrana, alterando sua forma. Em 1906, Bechold trabalhou com nitrato de celulose para
desenvolver uma técnica para obter membranas microporosas. Apos aperfeicoamento por Elford,
Zsigmondy, Bachmann e Ferry, estas membranas se tornaram as primeiras a serem produzidas em
escala comercial, utilizadas em microfiltracdo e dialise. Devido, sobretudo a problemas de fluxo,
0s PSM que utilizam membranas densas (sem poros) ndo se desenvolveram com a mesma
velocidade e sucesso (FAVRE, 2004).

O conhecimento das membranas naturais vem desde a antiguidade, porém o
desenvolvimento e as principais aplicacdes dos processos de separagdo com membranas sintéticas,
em escala de laboratorio, iniciaram-se na década de 20. As membranas sintéticas surgiram como
uma tentativa de reproducdo das membranas naturais, principalmente no que diz respeito as suas
caracteristicas particulares de seletividade e permeabilidade. A partir dos anos 30, alguns PSM
passaram a ser conhecidos e utilizados em pequena escala; contudo, estes ndo se desenvolveram
em uma escala industrial na época, em fungdo dos baixos fluxos de permeado obtidos através da
utilizacdo de membranas com elevada espessura (BALDASSO, 2008).

A partir da década de 50 foram feitos testes para dessalinizacdo da agua. Estes testes
apresentaram alta retencdo de sais, embora apresentassem fluxo de permeado indesejado. Na
década seguinte, Loeb e Sourirajan melhoraram o processo, desenvolvendo membranas para
diversas aplicagOes, porém o fluxo ainda ndo foi significativo. Nas décadas seguintes, os PSM
tiveram um avango passando a ter carater industrial. Para tornar os PSM mais competitivos que 0s
processos de separacdo existentes, varios estudos foram feitos elucidando a seletividade,
diminuindo a resisténcia ao transporte, com vistas ao aumento da eficiéncia do processo
(HABERT et al., 2006).



De acordo Baldasso (2008), os PSM podem ser considerados processos de separagao
relativamente recentes, jA& que mesmo por volta de 1970, estes ainda ndo eram considerados
processos de relevancia técnica. Ultimamente, o autor afirma que os PSM tém sido utilizados para
diferentes aplicacdes principalmente, como um processo alternativo aos processos de separagdo
tradicionais, entre os quais a destilagéo, a centrifugacao e a evaporagéo.

O processo de microfiltracdo foi desenvolvido em 1929 por Sartorius-Werke, na
Alemanha, microfiltracdo é uma das tecnologias mais antigas de filtracdo, sendo utilizada,

principalmente, para esterilizacdo de 4gua e bebidas (MAUBOIS, 1991).

2.1.2. Meétodos de filtracao

Nos processos de separacdo por membranas, podem ser utilizados dois métodos de
filtracdo: a filtracdo convencional (dead end filtration) e a filtracdo tangencial (crossflow
filtration). Na filtracdo convencional, o escoamento do fluido é perpendicular a superficie da
membrana. O solvente passa pela membrana e solutos sdo retidos, acumulando-se préximos a
superficie da membrana, no fendmeno chamado polarizacdo de concentracdo (NOBREGA et al.,
2005). As particulas retidas no filtro traduzem na formacdo de uma “torta” na sua superficie,
resultando numa diminuicdo consideravel do fluxo de permeado, sendo necessaria a interrup¢do
do processo para a limpeza ou substituicdo do filtro. Nesse caso, a separacdo € normalmente
realizada numa faixa de particulas relativamente grandes, de tamanho de 1 pm a 100 pm
(PAULSON et al., 1984).

No método de filtracdo tangencial por membranas, o fluido escoa em paralelo a superficie
da membrana, gerando duas correntes distintas: a do permeado ou filtrado, constituida de
componentes de tamanho menor que o dos poros da membrana e que por eles atravessaram; e a do
retentado ou concentrado, enriquecida de solutos maiores, que ndo passaram através da membrana
e podem ser recirculados no sistema. As particulas depositadas sobre a membrana sdo
constantemente arrastadas pela propria corrente tangencial da alimentacdo, permitindo a
manutencdo do fluxo a um patamar mais alto ao longo do tempo. A filtragdo tangencial permite a
separagdo de micro particulas e pode ser usada para soluc¢des cuja concentracdo de solutos é mais
alta, pode-se trabalhar com maior volume de matéria-prima e operar em sistemas continuos
(PAULSON et al., 1984 e DZIEZAK, 1990).



O fluxo transversal ou tangencial na microfiltracdo possibilita uma tecnologia industrial da
separagdo na industria de laticinios com vérias aplicagfes: (i) remocao das bactérias (TROUVE et
al., 1991), (ii) eliminacdo de gordura do soro; (iii) enriquecimento micelar da caseina para
fabricacdo de queijos; e (iv) purificacdo de salmoura (SABOYA e MAUBOIS, 2000).

2.1.3. Classificacdo de processos

Dentre o0s processos de separacdo por membranas destacam-se: microfiltracao,
ultrafiltracdo, nanofiltracdo, osmose reversa, eletrodidlise e pervaporacdo. Estes processos se
diferenciam quanto a for¢a motriz necessaria para que ocorra a separa¢do, quanto as caracteristicas
e propriedades das membranas e quanto a suas aplicacdes (SCOTT; HUGHES, 1996).

Para a induastria de alimentos, os processos de maior interesse sdo a microfiltracao,
ultrafiltracdo, nanofiltracdo e a osmose reversa (CARVALHO; MAUBOIS, 2010). Estes
processos, cuja forca motriz é a pressdo, tem o método de filtracdo tangencial, e se diferem
basicamente no tamanho médio dos poros das membranas filtrantes, o que implica a necessidade
de diferentes faixas de pressdo transmembrana (PORTER, 1990).

A microfiltracdo utiliza membranas com didmetro de poro na faixa entre 0,1 e 12 ym e
pressdo de aproximadamente 0,2 a 3,45 bars (1 bar = 0,9869 atm). Dentre as diversas aplicacdes
da microfiltracdo esta a retencdo de particulas do leite tais como células somaticas, globulos de
gordura, bactérias e micelas de caseina. A microfiltracdo também é muito utilizada na clarificacdo
de bebidas e na filtracdo esterilizante de solucbes sensiveis ao calor, em razdo de sua excelente
retencdo de micro-organismos (PAULSON et al., 1984; RAUTENBACH et al., 1989 e PORTER,
1990).

No processo de ultrafiltracdo, o termo massa molar de corte é o mais usado para descrever
a capacidade potencial de separagdo da membrana, que no caso € de 500 a 300.000 Daltons
(CHERYAN, 1998). Neste processo, utilizam-se membranas porosas, cujo diametro de poro varia
entre 0,01 ¢ 0,1 um e pressdo de 3,45 a 13,8 bars (PAULSON et al., 1984; DZIEZAK, 1990 e
SCOTT; HUGHES, 1996). A ultrafiltracdo € aplicada na fabricacdo de queijos e recuperacdo das
proteinas do soro, em industria de laticinios e na industria de bebidas (vinho e cerveja) (PORTER,
1990 e SOARES, 2004).



A nanofiltracdo é um processo baseado na pressdo de separagdo por membranas porosas
com diametro de tamanho médio de poros até 0,001 um (1 nanémetro). Nanofiltracdo retém a
lactose e todos os componentes maiores do leite, mas permite a permeacdo de ions sollveis
monovalentes e 4gua (CARVALHO; MAUBOIS, 2009).

A 0Smose reversa € 0 processo em que o solvente atravessa uma membrana semipermeéavel
da regido mais concentrada para a regido de menor concentracdo de soluto. Para que este
fendmeno inverso a osmose seja possivel, é necessario que a pressdo aplicada seja superior a
pressdao osmotica da solucdo e, portanto, é necessaria a utilizacdo de altas pressdes (13,8 a 68,9
bars). As membranas usadas na osmose reversa sdo assimétricas e retém solutos de tamanhos
inferiores a 0,001 um incluindo sais, aglcares e ions. Este processo € utilizado na concentracdo de
sucos e na remocao de sal da agua (SCOTT; HUGHES, 1996; CHERYAN, 1998).

2.1.4. Configuracdo das membranas

As membranas sdo meios filtrantes semipermedveis, produzidas, geralmente, a partir de
materiais poliméricos, que apresentam poros de diametros variados, possibilitando a separacdo de
particulas e moléculas de diferentes tamanhos e massas molares (OLIVEIRA, 2010). As
membranas mais utilizadas no processo de separacdo por membranas sao as de poliamidas,
polissulfonas e as membranas inorganicas feitas de materiais sintetizados ou cerdmicas. Estas sao
capazes de suportar temperaturas mais altas e faixa mais ampla de pH (FELLOWS, 2006).

O sistema de separacdo de membranas, sob gradiente de pressdo, apresenta quatro
configuracbes de membranas: sistema em espiral, fibras capilares, placas e tubular. Cada sistema
apresenta vantagens e desvantagens quanto ao nivel de investimento, manutencdo, facilidade de
limpeza, desempenho e de area instalada (MAUBOIS et al., 1969).

As membranas em espiral sdo, normalmente, feitas de polissulfonas. S&o consideradas
relativamente baratas e possuem limitacfes na faixa de pH aceitavel (1 a 12), resisténcia ao cloro
(200 mg/l para limpeza e 50 mg/l para estocagem) (CHERYAN, 1998) e temperatura maxima de
80 °C. Seu formato ndo é plenamente satisfatério para limpeza e eficiéncia na desinfeccdo,
especialmente quando sdo necessarias a microfiltracdo de altas concentracfes em proteinas e
gordura do leite (CARVALHO; MAUBOIS, 2009).



As membranas ceramicas satisfazem todas as exigéncias das aplicacGes da microfiltracdo
na industria de laticinios, tais como: forte resisténcia mecéanica, permite a utilizacdo de alta
velocidade de recirculacéo de retentados viscosos no processo de microfiltracdo; grande tolerancia
ao pH (0,5 a 13,5), permitindo uso de soda caustica (até 3%) e acido nitrico (até 2%) para limpeza;
ndo sdo afetadas por altas doses de cloro (até 2000 ppm); e podem ser operadas a temperatura de
até 350 °C. Suas camadas podem ser compostas totalmente de alumina ou em camada de
membrana com Oxido de zircénio ou 6xido de titdnio ou mistura de ambos apoiados por 6xidos de
alumina (SABOYA; MAUBOIS, 2000). Embora consideradas caras, as membranas ceramicas,
possuem uma durabilidade superior a 14 anos, bem maior que as de polissulfonas que estdo em
torno de 6 a 10 meses (CARVALHO; MAUBOIS, 2009).

Para serem efetivas num processo de separacdo, as membranas devem possuir as seguintes
propriedades: alta permeabilidade e seletividade, estabilidade mecénica e térmica e resisténcia
quimica (RAUTENBACH; ALBRECHT, 1989). A permeabilidade de uma membrana representa
a capacidade do solvente para atravessar a membrana, podendo ser definida como a quantidade de
solvente que permeia a membrana em funcgéo da pressao aplicada (CHERYAN, 1998).

O diametro dos poros, que também afeta a permeabilidade de uma membrana, representa a
média dos diversos tamanhos desses poros e auxilia na definicdo dos principais tipos de processos
utilizados na separagdo por membranas. O didmetro do poro pode ser indicado pela massa molar
de corte, que designa a massa molar do menor componente que sera retido com uma eficiéncia de
pelo menos 95 % (PETRUS, 1997).

2.1.5. Parametros operacionais

A eficiéncia de um processo de membrana é, essencialmente, determinada por dois
parametros: o fluxo do permeado e a capacidade seletiva da membrana. Segundo Walstra (2001),
o fluxo do permeado é a quantidade (q) de liquido que atravessa a membrana por unidade de
tempo e area superficial. Aplicando a equacéo de Lei de Darcy a uma membrana, tem-se:

9= Equagio (1)



Em que B é o coeficiente de permeabilidade da membrana, h é a espessura efetiva da membrana,
Ap é a diferenca de pressdo sobre a membrana e # é a viscosidade do liquido do permeado. B é
aproximadamente proporcional ao quadrado do tamanho dos poros e a parte da superficie ocupada
pelos poros. Portanto, g aumenta com o aumento do tamanho do poro.

A seletividade esta relacionada a capacidade de retencdo de determinados solutos, que
pode ser afetada pelos seguintes fatores: tamanho e forma das particulas, tipo do material e
configuracdo da membrana, concentracdo de substancias retidas e adsorcdo de solutos na
membrana (MULDER, 1991; CHERYAN, 1998).

A medida da capacidade seletiva é dada pelo coeficiente de rejeicdo (R), definido pela
relacdo entre a concentracdo do permeado e sua concentracdo na alimentacao, pela qual assume-se
que a probabilidade de uma particula atravessar a membrana é maxima quando R = 0, ou seja, a
membrana ndo apresenta nenhuma capacidade seletiva para a substancia. Por outro lado, R = 1
significa que a substancia retida n&o esta presente no permeado (NOBREGA et al., 2005).

Atualmente, a maioria das plantas de microfiltracdo nas industrias de alimentos opera de
acordo com o conceito de hidraulica: pressdo transmembrana uniforme (UTP). O conceito UTP no
processo de microfiltracdo, desenvolvido por Sandblom (1974) possibilitou a introducdo da
microfiltracdo em escala industrial. Neste processo, ocorre a recirculacdo do permeado, o que
permite uma pressdo transmembrana constante e baixa ao longo da membrana de microfiltragéo,
possibilitando a recirculagdo do retentado com velocidade de 7 m/s, minimizando, portanto, a
formacédo de fouling (incrustacdes) (POULIOT, 2008).

A formacéo de fouling é um fator limitante para a aplicacdo de membranas de filtracdo de
produtos lacteos. Com o tempo, a membrana tende a acumular depositos em sua superficie e
diminuir o fluxo e sua seletividade. Quando ndo existe a possibilidade de desincrustacédo e a perda
do fluxo se torna irreversivel, considera-se o fim da vida util da membrana (ORSELLO et al.,
2006).

Segundo Merin e Daufin (1990) o processo de microfiltracdo € susceptivel a incrustagdes
(Figura 1), sendo caracterizado por trés principais pontos: (i) adsorcdo e adesdo de particulas a
superficies; (ii) polarizacdo de concentracdo e formacdo do aglomerado; e (iii) obstrugdo dos
poros. Varios pesquisadores (TROUVE et al., 1991, GESAN et al., 1999) tém relatado que o
entupimento ocorrido em membranas ceramicas € devido a deposi¢édo de particulas na camada na

superficie da membrana, alterando, assim, seu desempenho. Para minimizar este problema, torna-
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se fundamental uma limpeza eficiente da membrana para a correta realizacdo do processo de

microfiltragéo.

Figura 1: Incrustacfes formadas por proteinas durante a microfiltracéo
Fonte: JAMES et al. 2003

Os efeitos da polarizacdo da concentracdo, da formagdo da camada de gel polarizada e do
fouling devem ser controlados por meio do ajuste dos parametros operacionais do sistema, tais
como o fluxo do permeado, pressdo transmembrana, concentragdo da alimentacdo e velocidade
tangencial, visando a viabilidade econémica do processo (CHERYAN, 1998).

Nos processos de separagdo por membranas que utilizam a pressdo como forga motriz, o
fluxo de permeado, inicialmente, se eleva com o aumento da pressdo transmembrana,
principalmente quando o fluido ndo contém muitos componentes causadores do fouling. No
entanto, 0 aumento progressivo da pressdo resultard no aumento da resisténcia da camada de gel
polarizada e do fouling, levando a uma diminuicdo acelerada do fluxo (PORTER, 1990).

De acordo com Cheryan (1998), o aumento da pressdo transmembrana tende a aumentar o
fluxo até a consolidacdo da camada de gel, apés a qual o fluxo se torna independente da pressao.
Assim, utilizando-se valores mais baixos de pressdo, tem-se um fluxo inicial mais baixo, mas que
sera mantido com o tempo (PORTER, 1990).

O aumento da temperatura diminui a viscosidade do fluido, melhorando o fluxo de
permeado. Entretanto, em temperaturas muito altas, pode haver precipitacdo de sais na superficie
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da membrana, intensificando o fouling e, consequentemente, levando a diminuicdo do fluxo
(CHERYAN, 1998).

Quanto maior a concentracdo de sélidos na alimentacdo durante o processo de
microfiltracdo, maior serd a viscosidade e a densidade do fluido, provocando uma diminuicdo na
taxa de permeacdo. A transferéncia de massa também sera menor devido ao menor gradiente de
concentracdo na superficie da membrana. Quando a concentracdo da alimentacdo aproxima-se da
concentracdo da camada polarizada, o fluxo tende a zero (CHERYAN, 1998).

O acréscimo da velocidade tangencial provoca um aumento no fluxo de permeado, devido
a turbuléncia causada na superficie da membrana. Esta turbuléncia promove o arraste de particulas
retidas, diminuindo a espessura da camada de gel polarizada e prevenindo o fouling. O aumento da
velocidade tangencial também facilita o processo de limpeza, mas requer um aumento nos gastos
com energia (PORTER, 1990).

2.1.6. Aplicacdo da microfiltracdo na industria de laticinios

A utilizacdo da microfiltracdo na industria de laticinios teve inicio nos anos 80 com o
desenvolvimento das membranas ceramicas (GILLOT, 1984) época em que foi introduzido o
conceito hidraulico revolucionéario, pressdo transmembrana uniforme (UTP), proposto por
Sandblom (1974). O conceito de UTP reduz a formagdo de fouling na membrana de
microfiltragdo, o qual resulta em uma elevada velocidade de fluxo transversal, proporcionando,
alta permeabilidade e precisa seletividade (SABOYA e MAUBOIS, 2000).

A membrana de microfiltracdo oferece interessante alternativa ao tratamento térmico.
Holm et al. (1986) e Piot et al. (1987) foram os primeiros a sugerir o uso da microfiltracdo para a
remocao de bactérias do leite, introduziram a tecnologia e os equipamentos chamado "Bactocatch
®" pela Tetra Laval Co. Com microfiltracdo de leite a 50 °C, usando membranas de 1,4 um,
obtém-se valores de retencdo de bactérias da ordem de 99,1 a 99,9 % (PENDERSEN, 1992)
independentemente da contagem inicial no leite desnatado (MISTRY; MAUBOIS, 2004).

Na inddstria de laticinios, a microfiltracdo € aplicada para remocéo de bactérias, desnate do
soro e enriquecimento de leite com caseina micelar para a producdo de queijos, concentracédo de

fosfocaseinato de calcio e separacdo de caseina individual. No entanto, vérias outras aplicaces
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tém sido investigadas, incluindo separacgdo seletiva de células sométicas do leite, concentracéo e
fracionamento de proteinas do soro e do leite, producdo de isolado de soro e separacao de gordura
do leite (MAUBOIS, 1997).

Segundo Kelly e Tuohy (1997), o processo de microfiltracdo pode ser aplicado para
diferentes finalidades como o aumento da vida de prateleira e da qualidade do leite, producéo de

queijos com menor risco de estufamento, desnate de soro e remocao de bactérias.

2.1.6.1. Aplicacdo de microfiltracdo na industria de queijos

A técnica de microfiltracdo do leite para fabricacdo do queijo é realizada por meio da
microfiltracdo do leite desnatado e posterior adi¢cdo do creme tratado termicamente (115 a 120 °C
por 3 s). Segundo Carvalho e Maubois (2009), queijos feitos com leite microfiltrado em
membrana de 1,4 um e adicionados de creme tratado termicamente sdo considerados, sob o ponto
de vista higiénico, tdo seguro, quanto os queijos feitos com leite pasteurizado.

O uso do leite microfiltrado para fabricacdo de queijos abre um campo de pesquisa na
determinacéo e caracterizacdo do papel exato, desempenhado na maturagdo do queijo, para cada
espécie microbiana ou estirpe, que compde 0 ecossistema durante a maturacao, ou seja, bactérias
do acido latico, bactérias laticas ndo starter (NSLAB), propionibacteria, fungos e leveduras
(MAUBGOIS et al., 2000).

Estudos realizados com queijo Cheddar e Emmental, feitos de leite microfiltrado,
conduziram a uma necessidade da adicdo de NSLAB tal como Lb. paracasei, Lb. casei, Lb.
rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. brevis ou Lb. fermentum, em leite microfiltrado para
fabricacdo de queijo em um nivel ainda ndo determinado para contribuicdo positiva no
desenvolvimento de sabor e aroma ao queijo durante a maturacdo (LAWRENCE et al., 2004).

A microfiltragdo do leite desnatado com membranas com tamanho de poro de 0,1 pum
permite a separacdo de caseina micelar, isto €, fosfocaseinato de calcio natural (MAUBOIS et al.,
2001). Dependendo da quantidade de microfiltrado removido, o teor de caseina no retentado
aumenta. Por conseguinte, na producdo do queijo, as aplicacbes no retentado microfiltrado
oferecem ao queijeiro possibilidade de otimizar o processo de fabricagdo de queijo e agregar valor
aos co-produtos derivados (MAUBOIS et al., 2001).
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Estudo realizado por Fauquant et al. (1988) demonstrou que a microfiltracdo de leite
desnatado através de membrana com poros de 0,2 um levou a retencéo seletiva de caseina micelar.
Os autores concluiram que esta tecnologia poderia ser utilizada tanto para o enriquecimento de
caseina nativa especifica na fabricacdo de queijos, quanto para a preparacdo no estado purificado
de um novo produto: fosfocaseinato nativo.

Para fabricacdo de queijo por microfiltracdo, € necessario que se entenda as propriedades
especificas das proteinas, pois, elas determinam fortemente a qualidade final do queijo (Carvalho
e Maubois, 2009).

2.1.7. Remocdao de bactérias

De acordo com Carvalho e Maubois (2009), apesar de o tratamento térmico garantir a
seguranca do leite e produtos lacteos, quase sempre provoca modificacfes irreversiveis nos
componentes do leite, alteracdes fisico-quimicas de sais de calcio, afeta negativamente a qualidade
sensorial do leite fluido e produtos lacteos, assim como a producdo de queijo. Além disso, as
células das bactérias mortas durante tratamento térmico permanecem no leite com suas enzimas
potencialmente ativas, que poderdo causar alteracbes no leite durante o armazenamento,
reduzindo, assim, a vida de prateleira comercial.

Membranas de microfiltracdo, com tamanho dos poros de 1,4 um, foram estudadas por
Madec, et al. (1992). Estes estudiosos observaram diminuicdo na contagem de mesofilos,
Salmonella e Listeria, por um fator de 2 a 3 casas decimais no leite. De acordo com Jost e Jelen
(1997), membranas minerais com poros da ordem de 0,1 a 1,0 um removem efetivamente a
gordura residual e as bactérias do soro.

A morfologia das bactérias e o volume celular influenciam ligeiramente a retencdo na
membrana de microfiltracdo. Niveis de retencdo superior (99,98% e 99,99%) foram observados
para bactérias formadoras de esporos, como Bacillus cereus (OLESEN e JENSEN, 1989) e
Clostridium tyrobutiricum (TROUVE et al., 1991), o que segundo Mistry e Maubois (2004) é
provavelmente devido a ligacdo de esporos de bactérias a parede celular, 0 que consequentemente

resultou em um tamanho de célula aparentemente maior.
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Olesen e Jesen (1989), utilizando membranas ceramicas de 1,4 um e a técnica de pressao
transmembrana uniforme para microfiltragéo do leite desnatado, obtiveram reducéo de 99,99% no
total de bactérias e 99,98% da concentracao de esporos de Bacillus cereus.

Segundo Furtado (2007), a microfiltracdo tem sido recomendada para combater a presenca
de bactérias contaminantes indesejaveis em queijos. O uso de membranas com tamanho dos poros
que varia de 0,8 e 1,4 um de didmetro é capaz de remover até 99,5 % de esporos presentes no
leite.

Retencdo de Listeria monocytogenes, Brucella abortus, Salmonella Typhimurium e
Mycobacterium tuberculosis durante o processo de microfiltragdo, com dupla camada na
membrana, mostrou uma reducdo decimal de 3,4, 4,0, 3,5 e 3,7, respectivamente (MADEC et al.,
1992; SABOYA; MAUBOIS, 2000).

2.2. A microbiota dos queijos

A populacdo de micro-organismos esta presente em queijo durante todo o processo de
maturacdo e possui um papel significativo no desenvolvimento de sabor e aroma e na
caracterizacgdo da textura dos queijos (COGAN, 2000).

A cultura starter adicionadas no leite durante a producdo do queijo é responsavel pela
producdo de acidos e contribui com o processo de producdo e maturacdo do queijo. As bactérias
do acido latico ndo starter (NSLAB), Propionibacterium, leveduras e/ou fungos filamentosos,
tidas como cultura secundaria nao contribuem no processo de producéo de &cido, mas tem papel
significativo durante a maturagdo do queijo, no desenvolvimento de sabor e aroma e nas

caracteristicas originais de cada queijo (BERESFORD et al., 2001).

2.2.1. Culturainiciadora (starter)

Cultura iniciadora (starter) pode ser definida como isolado capaz de produzir acido
suficiente para reduzir o pH do leite abaixo de 5,3 com o tempo de 6 horas e temperatura de 30 a
37 °C (BERESFORD et al., 2001).
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Cultura starter é adicionada em produtos alimenticios para gerar rapidamente um grande
nimero de micro-organismos desejaveis, reduzindo o tempo de fermentacdo e inibindo o
crescimento de patdgenos e bactérias deteriorantes (FELLOWS, 2006). Essas bactérias podem ser
adicionadas no inicio da produc¢édo do queijo ou podem ser contaminantes naturais do leite, como é
0 caso de muitas variedades artesanais de queijos feitos com leite cru (BERESFORD et al., 2001).

As bactérias starters séo utilizadas na fabricacdo de queijos e possuem importante papel no
desenvolvimento de acido e na sinerese durante a formacdo da coalhada (ROBINSON, 2002)
contribuindo no processo de maturacdo dos queijos pela presenca de suas enzimas que atuam na
protedlise e na conversdo de aminoacidos em compostos que contribuem para o sabor e aroma do
queijo (FOX e WALLACE, 1997).

Durante a producdo do queijo, o inicio do processo de fermentacdo comeca com a adicdo
de culturas iniciadoras ao leite. Sdo utilizadas culturas iniciadoras mesofilicas e termofilicas, com
temperaturas Otimas de multiplicagdo de aproximadamente 30 e 45 °C, respectivamente. As
culturas mesofilicas sdo usadas na producdo de Queijo Cheddar, Gouda, Edam, Blue e
Camembert, e as culturas termofilicas sdo adicionadas para a producdo de queijos duros e
semiduros, tipicos de variedades italianas e suicas (COGAN e HILL, 1993). As bactérias starters
mais frequentemente encontradas sdo dos géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus e
Leuconostoc (BERESFORD et al., 2001).

Em uma pesquisa realizada na Europa foram isoladas 4.379 bactérias de produtos lacteos,
incluindo 25 queijos (COGAN et al., 1997). O estudo indicou que 38 % dos isolados foram
Lactococcus, 17 % Enterococcus, 14 % Streptococcus thermophilus, 12 % Lactobacillus
mesofilicos, 10 % Leuconostoc e 9 % Lactobacillus termofilicos. A producdo de acido pelos
isolados variou consideravelmente. Apenas 8 % dos Lactococcus e 2 % dos Lactobacillus isolados
produziram &cido suficiente para reduzir o pH do leite abaixo de 5,3 em 6 horas a temperatura de
30 °C. Por outro lado, 53 % de Streptococcus termophilus, 32 % Lactobacillus termofilicos e 13 %
de Enterococcus isolados, reduziram o pH do leite para 5,3. Este estudo mostrou que bactérias
mesofilicas isoladas de queijos artesanais ndo produziam acido suficiente, quando testadas
individualmente para produgéo de queijos, ndo estando em conformidade com a definigédo de
culturas starters.

Os Lactococcus sdo constituidos de uma especie, com duas designacdes nas sub espécies

(AXELSSON, 2004). A espécie € denominada Lactococcus lactis. As sub-espécies sdo
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Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris. Dentro das sub-espécies
possuem ainda dois tipos, citrato-negativo e citrato-positivo. A sub-espécies citrato positivo séo
designadas cit+ Lactococcus lactis subsp. lactis, formalmente conhecida como Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetilactis (ROBINSON, 2002). O habitat original do Lactococcus sao
plantas ou materiais vegetais, mas sdo bastante encontrados em leite e seus derivados.
Lactococcus se desenvolve na escala de temperatura mesofilica e multiplica melhor em condi¢des
microaerobicas (HENRIKSEN et al., 1999).

As fungdes metabdlicas do Lactococcus sdo importantes na formacéo de sabor e aroma de
queijos macios. Em queijo fresco de umidade muito elevada, por exemplo, queijo cottage e
variedade relacionada, o composto diacetil é altamente desejado. O diacetil € produzido da
fermentacdo do citrato no leite pelos Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetilactis. Para
realcar o sabor e aroma do diacetil, o leite ou o creme na producdo de queijos como cottage,
podem ser enriquecidos com citrato (ROBINSON, 2002).

Segundo Kandler e Weiss (1986) os Lactobacillus séo divididos em trés grupos: (i)
homofermentativos obrigatérios, (ii) heterofermentativos facultativos e (iii) heterofermentativos
obrigatérios. Os Lactobacillus pertencentes a culturas starters como Lb. delbrueckii, Lb.
helveticus e Lb. acidiphilus sdo homofermentativos obrigatérios (BERESFORD, 2004), ou seja,
convertem a glicose em torno de 85 % de &cido latico (HOLT et al., 1994).

Os Lactobacillus constituem um dos maiores géneros pertencentes ao grupo das bactérias
laticas (AXELSSON, 2004). A espécie Lactobacillus utilizada como cultura starter, multiplica
melhor em condicBes microaerdbicas, é termo tolerante, cresce no leite em temperatura 6tima de
43 a 46 °C é acido tolerante e produz alta acidez em leite (ROBINSON, 2002).

Temperatura Otima para o crescimento do Streptococcus thermophilus esta entre 35 e
42°C. Em culturas isoladas do leite, as células sdo esféricas e encontradas na forma de cadeias
longas. Streptococcus thermophilus possui -galactose permease que transporta lactose para o
interior da célula. Na célula a lactose é hidrolisada pela B-galactase em glucose e galactose
(ROBINSON, 2002).

Em condigdes de estresse Streptococcus thermophilus possue baixa atividade proteolitica,
mas possue atividade de urease normal. Sendo assim, eles podem ativamente hidrolisar a uréia
presente no leite com formacdo de NH3; e CO,. A habilidade do Streptococcus thermophilus de
fornecer CO, e aminoacidos constitui num importante papel para o crescimento simbidtico
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especialmente de Lactobacillus como Lactobacillus delbrueckii  subsp. bulgaricus
(VEDAMUTHU, 1994).

Outra espécie microbiana que € usada como starter para fabricacdo de queijos pertence ao
género Leuconostoc. As espécies de Leuconostoc que estdo associadas com cultura latica starter
sdo Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris e Leuconostoc lactis. Os Leuconostoc isolados de
produtos lacteos sdo morfologicamente pequenos, apresentam células esféricas e longas. Eles séo
mais tolerantes ao acido que os Lactococcus e possuem sistema enzimatico para fermentar o
citrato (AXELSSON, 2004).

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris € um micro-organismo bastante sensivel em
seu processo de crescimento e em seu metabolismo. Produz lentamente quantidades muito
pequenas de acido latico no leite (cerca de 0,20 %). Sdo cocos mesofilos e produz quase que
somente o 4cido latico na sua forma isomérica D(-). Seu crescimento inicial depende da presenca
de outra cultura para abaixar o pH em torno de 5 a 6, valor minimo requerido para iniciar seu
crescimento (FURTADO, 2002).

O Leuconostoc manifesta elevada atividade dehidrogenase alcodlica. A enzima alcool
dehidrogenase catalisa a reducao do acetaldeido para alcool etilico, desse modo reduzindo o sabor
e aroma indesejavel de “frutas” devido ao excesso de acetaldeido. Assim, 0s Leuconostoc sdo
preferidos em misturas starter para queijos macios porque suas atividades conduzem ao suave
sabor do diacetil (ROBINSON, 2002).

Ambos Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetilactis e Leuconostoc inibem
bactérias psicrotroficas tais como Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragilis e outros
deteriorantes de produtos lacteos. A acédo inibidora ocorre devido a combinacdo de efeitos dos
compostos produzidos pelos Lactococcus, tais como, &cido latico, acido acético, CO, e outros
componentes (ROBINSON, 2002).

2.2.2. Cultura secundaria

A cultura secundaria ndo desempenha atividade durante a fabricacdo do queijo, mas estéo
envolvidas com a cultura starter no processo de maturacdo (BERESFORD et al., 2004). Segundo
Cogan et al. (1997) os micro-organismos da cultura secundaria isolados em queijos podem ser
divididos nos grupos: (i) Bactérias laticas ndo starter (NSLAB); (ii) Propionibacterium; (iii)

Fungos e (iv) Leveduras.
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2.2.2.1 Bactérias laticas nao starter (NSLAB)

As bactérias laticas ndo starter (NSLAB) representam uma significante proporcéo dos
micro-organismos presente durante a maturacdo nos mais variados tipos de queijos. Com excecao
dos Leuconostoc essas bactérias ndo sdo adicionadas como culturas starter ou como culturas
adjuntas, mas sdo autoctones no qual crescem durante a maturagdo do queijo. As principais
bactérias envolvidas neste grupo sdo Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e Enterococcus
(BERESFORD, 2004).

Robinson (2002) descreve a variacdo da populacdo dos micro-organismos starters e micro-
organismos NSLAB em queijo Cheddar, maturado a temperatura de 6 °C (Figura 2). A populacdo
de cultura starter decresce nos primeiros dias apds fabricacdo do queijo, enquanto que a
populacdo das culturas secundarias (NSLAB) aumenta até aproximadamente 120 dias de

maturacgéo.

1,000,000,000 DI
m]
+ .
100‘000,000 m ] ] [ ]
u
10,000,000 m]
O
2 1,000,000
@]
[T
o =
100,000
B ]
10,000 - O Cultura starters
= B NSLAB
1,000 m
B
100 W— j
0 30 60 90 120 150 180 210

Tempo de maturacao (dias)

Figura 2: Variacao da populacéo das culturas starters e NSLAB em queijo Cheddar, maturado a
temperatura de 6 °C.
Fonte: ROBINSON (2002).

Os Lactobacillus constituem a maioria da populagdo de NSLAB em uma diversidade de
queijos durante a maturacdo (BERESFORD et al., 2001). Os Lactobacillus NSLAB encontrados

regularmente nos queijos sdo heterofermentativos facultativos, ou seja, produzem além do &cido
19



latico, também outros compostos como dioxido de carbono e acido acético (HOLT et al., 1994) e
séo referidos como Lactobacillus facultativos heterofermentativos (FHL). Os heterofermentativos
obrigatdrios sdo menos frequentes em queijos (ROBINSON, 2002).

Muitas espécies de Lactobacillus ndo starter tém sido isoladas de queijos, sendo mais
frequentemente encontradas Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
caseli, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus curvatus (FITZSIMONS et al., 1999).

Um trabalho realizado por Thierry et al. (1998) de isolamento de NSLAB em queijo
Emmental feito com leite termizado indicou a presenca do grupo Lactobacillus rhamnosus e
Enterococcus. Outro estudo realizado por Williams e Banks (1997) com queijo Cheddar, depois
de seis meses de maturacdo, mostrou que o Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei e
Lactobacillus plantarum foram as espécies dominantes. Entretanto, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus
farciminis e Lactobacillus kefir foram também isolados.

Em queijos tipo Suigo, foi observado que a intensidade do sabor esta associada & contagem
de Lactobacillus heterofermentativos, Propionibacterium (PAB) e os Enterococcus, que estdo
presentes naturalmente no leite cru (Beuvier et al., 1997).

Do total de micro-organismos encontrados em queijos semiduros maturados como o
Gouda, produzido com leite pasteurizado, 76 % foram de Lactobacillus, predominantemente,
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus (LINBERG et al., 1996).

Um estudo da populacdo de NSLAB de queijo Cheddar maturado mostrou que a
microbiota de NSLAB consistiu de 55 % de Lactobacillus paracasei e Lactobacillus casei, 28 %
de Lactobacillus plantarum e 14 % de Lactobacillus curvatus (JORDAN e CONGAN, 1993).
Outro estudo similar realizado por Fitzimons et al. (2001) com queijo Cheddar caracterizou 331
isolados no queijo com 94,4 % de Lactobacillus paracasei, 2,1 % Lactobacillus plantarum, 0,3 %
Lactobacillus curvatus, 0,3 % Lactobacillus brevis e 0,9 % de outros nédo identificados.

Os Pediococcus tém sido reportados como bactérias NSLAB em queijo Cheddar no
Canada e Estados Unidos (FRYER e SHARPE, 1966), em queijo Manchego e Serra da Estrela
(TAVARIA e MALCATA, 1998), Comte (BOUTON et al., 1998) e Feta (HAYALOGLU et al.,
2002). Pediococcus acidilactis e Pediococcus pentosaceus foram os Pediococcus encontrados
nesses queijos (BERESFORD, 2001).
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Espécies do género Leuconostoc produzem diacetil e acetoina a partir do citrato e sdo
amplamente usados em culturas mistas. O CO, produzido é responsavel pela formacdo de
olhaduras em queijo (DELLAGLIO et al., 1995).

Enterococcus sdo bactérias classificadas dentro da definicdo geral das bactérias do acido
lactico por serem Gram positivas e catalase negativa. Sdo frequentemente isolados de queijos
artesanais produzidos, principalmente, com leite cru. Produzem compostos que atuam no sabor e
aroma, como diacetil e acetoina (GIRAFA, 1997). A populacao final de Enterococcus em queijos
maturados pode atingir 10° a 10" UFC/mL, embora a contagem possa alterar com a variedade do
queijo. As espécies isoladas frequentemente sdo Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e
Enterococcus durans (BERESFORD, 2004).

Os Enterococcus sdo encontrados amplamente no ambiente, mas estdo associados
principalmente com o trato digestdrio, por causa disto, a presenca de Enterococcus em alimentos €
frequentemente interpretado como ma higienizacdo (BERESFORD, 2004). Entretanto, Franz et al.
(1999) descrevem a utilizacdo de Enterococcus em produtos de lacteos com capacidade de exibir
caracteristicas propibnicas e producéo de bacteriocinas.

Os queijos tipo Suico como Emmental, Gruyere e Comté podem ser produzidos no pais de
origem com leite cru, termizado ou pasteurizado. A evolucdo de NSLAB em queijo tipo Suico
fabricado com leite cru e pasteurizado foi citado por Beuvier et al. (1997). A contagem de NSLAB
no fim da maturago foi maior em queijo feito com leite cru (108 UFC/g) do que em queijo feito
com leite pasteurizado (10° UFC/g). A populacio de NSLAB de queijo semi maturado foi
composta primeiramente por Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
brevis, e em queijo maturado por Lactobacillus paracasei (ROBINSON, 2002).

A fonte de energia utilizada pelas NSLAB para multiplicagdo ainda ndo é bem esclarecida,
sabe-se que com o desenvolvimento das NSLAB a lactose é usada de forma exaustiva (TURNER
e TOMAS, 1980). As bactérias NSLAB podem transformar o L-isémero do lactato em D- isdbmero
(TOMAS e CROW, 1983), mas ele € pouco susceptivel para atuar como fonte de energia.

O citrato pode ser encontrado em queijo Cheddar e alguns pesquisadores sugerem que ele
pode atuar como fonte de energia para NSLAB (JIMENO et al. 1995). Entretanto, estudos
realizados com queijo Cheddar indicaram que foi muito pouca a utilizagdo do citrato em trés dos
quatro queijos analisados (JORGAN e CONGAN, 1993) implicando que, em alguns casos, alta
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populacéo de NSLAB pode multiplicar mesmo na auséncia da utilizagéo do citrato (BERESFORD
etal., 2001).

A presenca de NSLAB em queijo fabricado com leite cru ou pasteurizado tem sido motivo
de muitos debates. No caso de queijos tradicionais da Europa fabricados com leite cru observa-se
que a NSLAB esta presente no leite utilizado para fabricacdo do queijo. Entretanto, na fabricacéo
do queijo com leite pasteurizado, também se encontra uma microbiota NSLAB. Provavelmente a
presenca de NSLAB ¢ devido a uma contaminacdo pos-pasteurizacdo (MARTLEY e CROW,
1993) e em alguns casos sdo resistentes e/ou possuem enzimas resistentes ao processo de
pasteurizacdo (CHOISY et al., 1987).

A microbiologia do queijo, fabricado com leite cru é complexa devido as interagdes que
ocorrem entre as NSLAB e as bactérias acido laticas nos queijos. Os estudos destas interacfes sdo
dificeis por causa do complexo ecossistema microbiano encontrado no queijo (MARTLEY e
CROW, 1993). Entretanto alguns progressos ja foram feitos nessa area. Foi reportado por Lynch
et al (1996) que Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus plantarum podem
inibir bactérias propiénicas e Enterococcus em queijos. O mecanismo de inibi¢cdo ndo é muito
conhecido.

O papel das NSLAB no desenvolvimento do sabor e aroma do queijo Cheddar tem sido
motivo de discussdes ha muitos anos. Lynch et al. (1996) relatam que existe varios estudos do
efeito dos Lactobacillus no desenvolvimento do sabor e aroma do queijo Cheddar, realgando

aumento do nivel de protedlise durante periodo de maturacao

2.2.2.2. Bactérias propidnicas

Bactérias propidnicas crescem numa diversidade de queijos durante a maturacdo, estdo
associadas com queijo tipo Suico tal como Emmental, Gruyere e Comté. Bactérias propidnicas sdo
Gram positivas, bacilos curtos e metabolizam o lactato (ROBINSON, 2002).

As principais espécies de uso em laticinios sdo Propionibacterium freudenreichii subsp.
freudenreichii e Propionibacterium frendenreichii subsp. shermanii. O pH ideal de crescimento
estd entre 6,0 e 7,0 (mas podem crescer lentamente, nos limites extremos de pH 4,6 até 8,5).
Bactérias propidnicas sdo mesdfilas, com temperatura ideal de crescimento de 30 °C, mas podem

crescer a 12 °C (FURTADO, 2007).
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O queijo fabricado com leite cru possui um numero suficiente de bactérias propidnicas.
Entretanto, devido & pasteurizacdo do leite essas bactérias sdo adicionadas no leite no inicio da
fabricacdo para assegurar a presenca de aproximadamente 10° UFC / g no queijo ap6s fabricacdo
(VOROBJEVA, 1999).

Durante a maturacdo do queijo com olhaduras ocorre um aumento na temperatura de
incubacdo para 18 a 22 °C, o que em pouco tempo inicia-se 0 crescimento das bactérias
propidnicas que atinge 10® a 10° UFC / g no queijo (STEFFEN, 1993). Queijo tipo Suico é
submetido a fermentacdo propibnica durante 20 a 30 dias. O &cido propiénico e o acético
produzido durante a fermentacdo contribuem para o desenvolvimento das caracteristicas de sabor
e aroma destes queijos, enquanto que o CO; produzido € responsavel pela formacéo de olhaduras.
Obtendo uma producdo de olhaduras suficiente, o queijo é estocado a baixas temperaturas para
retardar o crescimento e o metabolismo das bactérias propionicas (BAER, 1995).

O estudo das interacbes entre bactérias propidnicas e outras bactérias sdo importante
durante a maturagé@o do queijo. Alekeeva et al. (1983) reportaram que nove de vinte e duas estirpes
de Lactobacillus testadas foram antagdnicas para bactérias propionicas. Lactococcus lactis subsp.
lactis tem grande efeito inibidor, enquanto Lactococcus lactis subsp. cremoris, Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus helveticus foram compativeis com Propionibacterium freudenreichii
e Propionibacterium shermanii.

Interacbes microbianas sdo fatores determinantes na velocidade e intensidade da
fermentacdo propidnica. As escolhas das associacdes entre as espécies permite modular a
fermentacdo do &cido propidnico. Os fendmenos de interacdo entre bactérias propidnicas e
bactérias laticas ja foram observados em muitas espécies (incluindo Lactococcus), porém a
maioria dos estudos em queijos diz respeito principalmente a microbiota de Lactobacillus
termofilos e Lactobacillus heterofermentativos facultativos (RICHOUX, 2005).

Em estudos realizados na Europa (Kerjean et al., 2000) associa¢des de cinco estirpes de
Proponibacterium e onze de Lactobacillus termofilos (L. helveticus ou L. delbrukii subsp lactis)
foram testadas em quatro queijos Emmental, os resultados demonstraram que existe uma grande
susceptibilidade das bactérias propibnicas a interacbes microbianas. Para as estirpes mais
sensiveis, a producdo de &cido propidnico, apds 30 dias em cémara quente, variou entre 12

mg/100g a 450 mg/100g, dependendo da associacao entre bactérias laticas.
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Neste mesmo estudo, em relacdo as estirpes mais susceptiveis, duas classes foram
distinguidas: uma com grande variedade de fermentacdo em funcdo dos Lactobacillus associados,
e uma baixa variabilidade de fermentacao, mas com estimulo forte para algumas associacdes.

Os cientistas suicos atribui esse estimulo as atividades peptidasica dos Lactobacillus
termofilicos e da sua produgdo de aminoacid os livres (BAER e RYBA, 1999). De acordo com
Richoux (2005), a mesma estirpes pode ter uma interagdo mais forte com P. freudereichii e menos
interacdo com outras estirpes.

Fendmenos de interacbes microbianas podem ser usados para inibir a fermentacédo de acido
propiénico em queijos. Algumas estirpes de L. plantarum, L. paracasei (Chamba, 2000), L. casei,
(Sollberger, 1994) e de L. rhamnosus (Jimeno et al. 1995) séo capazes de inibir a fermentagéo do
acido propiodnico. A concentracdo deste acido pode ser reduzida de 15 a 50 %. Esses tipos de

estirpes sdo amplamente utilizados na Suica para resolver defeitos de fermentacdo secundaria.

2.2.2.3. Fungos filamentosos

Os queijos maturados por fungos sdo divididos em dois grupos: aqueles que sdo maturados
com Penicillium roquefort que cresce no interior do queijo e formam veias azuis, tais como
Roquefort, Gorgonzola e Danish Blue e aqueles que sdo maturados com Penicillium camembert
que cresce na superficie dos queijos, tais como Camembert e Brie (ROBINSON, 2002). Outros
fungos como Mucor, Cladosporium, Geotrichum, Epicoccum e Sporotrichum também sdo
associados na producdo de grande variedade de queijos, entretanto ainda ndo é muito conhecido
seu impacto no processo de maturagdo (BERESFORD, 2001). No interior ou na superficie dos
queijos maturados por fungos ocorre uma alta atividade bioquimica com producéo intensiva de
sabor e aroma tipico (MOREAU, 1980).

O fungo pode ser adicionado diretamente ao leite ou na coalhada apds a dessoragem. Na
fabricacdo do tipo Roquefort o fungo é adicionado na massa, durante a enformagem (FURTADO,
2003). Apds a dessoragem ocorre a salga e posteriormente os queijos sdo perfurados e maturados
(BERESFORD et al., 2001).

No queijo Camembert, o Penicillium camemberti se desenvolve apds 6 ou 7 dias de
fabricacdo. Penicillium camemberti metabolisa o lactato para CO, e H,O, resultando na

desacidificacdo na superficie do queijo em trés semanas, gerando, pelo consumo de &cido latico,
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um gradiente de pH entre a casca e centro do queijo, facilitando a degradacdo da proteina pelas
proteases presentes na massa. A parte externa do Camembert é submetida a uma consideravel
modificacdo de textura e sua massa, que € firme no inicio da maturacdo, mais tarde torna-se macia.
O amaciamento € visivel num corte do queijo e gradualmente se estende em direcdo ao centro do
queijo. O teor de agua do queijo é de 55% e, caso seja muito elevado, a parte externa tende a se
derreter ao corte. Essas mudancas sdo usualmente atribuidas a alta protedlise causada pelo
Penicillium camemberti (GRIPON, 1993).

2.2.2.4. Leveduras

Em geral, a presenga de leveduras em produtos lacteos e considerada como contaminante e
tem aspectos negativos (IDF, 1998). Entretanto, certas espécies de leveduras sdo adicionadas no
leite para producdo de queijo e em aplicacGes especificas na industria de laticinios (ROBINSON,
2002).

As leveduras sdo encontradas em uma grande diversidade de queijos. No entanto, seu papel
na maturacdo de queijos ainda ndo € muito conhecido. O baixo pH, baixo conteudo de umidade,
baixa temperatura e alta concentracdo de sal na maturacdo dos queijos favorecem o crescimento
das leveduras (BERESFORD et al., 2001). As leveduras metabolizam o lactato numa
concentracdo de sal relativamente alta, crescem no inicio da maturacdo do queijo e auxiliam na
desacidificacdo do queijo (WYDER e PUHAN, 1999).

Fox et al. (2000) descrevem as leveduras encontradas em diversas variedades de queijos.
Debaryomyces hansenii foi a levedura dominante em todos os queijos incluindo Roquerfort,
Cabrales, Camembert, St. Nectaire e Tilsit. As outras espécies mais importantes foram
Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica e Trichospora beigelii.

Segundo Roostita e Fleet (1996), as leveduras contribuem positivamente para o sabor,
aroma e textura dos queijos. Em queijo Roquefort, a maturagdo na superficie é atribuida a
atividade proteolitica de algumas leveduras (KANAUCHI, YOSHIOKA ¢ HAMMAMOTO,
1961). Em queijo Camembert foi realizado um estudo por Beresford et al. (2001) que relataram a
presenca de leveduras na superficie do queijo, com destaque para Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis e Debaryomyces hansenii dentre as espécies mais predominantes.
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2.3. Defeitos nos queijos com olhaduras

Diversos tipos de defeitos podem ocorrer nos queijos. Alguns decorrentes da fabricacédo
devido a tecnologia inadequada, outro, da ma qualidade da matéria prima e ingredientes, ou ainda,
dos tratamentos fisicos inadequados aplicados ao queijo como, prensagem, cuidados na maturagao
e controle das temperaturas de maturacdo e estocagem (FURTADO, 1991). Os defeitos
geralmente produzem alteracdes fisicas, quimicas e organolépticas tais como: sabor anormal de
ran¢o e odor putrido (SILIKER, 1980).

De acordo com Furtado (1991) o estufamento pode ocorre ao final da fabricagédo ou no
decorrer da maturagcdo. O primeiro caso é conhecido como estufamento precoce, provocado por
bactérias do grupo coliforme. No segundo, estufamento tardio, estdo envolvidas as bactérias do

género Clostridium, porém seu controle é mais complexo do que o anterior.

2.3.1. Estufamento tardio de queijos duros e semiduros

A fermentacdo acido-butirica, comumente conhecida como estufamento tardio, constitui
um defeito frequentemente observado nos queijos semiduros e duros e de maturacdo prolongada
(FURTADO, 1985). Esse defeito € provocado pela presenca de esporos de clostridios que podem
germinar, multiplicar e, assim, produzir gases, gerando consideraveis perdas do produto (PERRY,
2004), representando um elevado impacto econdmico na producéo de queijos (LE BOURHIS et
al., 2005).

O fundamento bioquimico desse defeito baseia-se na fermentacdo do &cido latico em &cido
butirico, conferindo ao queijo um flavor de ranco e a presenca dos gases CO; e H, que podem em
casos extremos, provocar ruptura do queijo, causando rachaduras ou trincas (LE BOURHIS et al.,
2005). O gas carbbnico, bastante soltvel em agua, s6 aparece como olhaduras em queijo depois de
saturar completamente o meio aquoso em que esta dissolvido. J& o hidrogénio, que ndo é sollvel
em &gua, provoca a formacdo imediata de olhaduras que aumentam de tamanho & medida que o
defeito se manifesta mais precocemente no queijo (PERRY, 2004).

Geralmente, o estufamento manifesta-se no periodo de dez dias até oito semanas apés a
fabricacdo do produto, pois os esporos s6 germinam sob certas condic¢des, tais como: apos
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abaixamento do potencial de oxirredugdo do queijo ou, antes da distribuicdo uniforme do sal
(BERESFORD et al., 2001). Os queijos apresentam-se bastante “inchados”, com areas descoradas
e macias, odor desagradavel e sabor estranho. Internamente sdo observadas olhaduras grandes e
irregulares na massa, resultantes do processo fermentativo que leva a producdo de hidrogénio
(MESQUITA et al., 2001). Segundo FURTADO (1985) ndo hé& consenso sobre o nimero minimo
de esporos capazes de provocar o defeito, mas sabe-se que acima de 200 esporos de Clostridium
por litro de leite ja ocorre o estufamento.

Bactérias esporogénicas do género Clostridium que sobrevivem ao processo de
pasteurizacdo tém sido apontado como responsavel pela contaminacdo do leite (INGHAM et al.,
1998) e como a principal causa da contaminacdo dos queijos (MESQUITA et al., 2001; LE
BOURHIS et al.,, 2005). A matéria-prima contamina-se principalmente na ordenha, sendo a
silagem de baixa qualidade microbioldgica uma das principais fontes (COCOLIN et al., 2004).

As espécies de Clostridium que tém sido reportadas como causadoras do estufamento
tardio sdo C. tyrobutyricum, C. butyricum, C. sporogenes (PERRY, 2004). Esses micro-
organismos sao bastonetes moveis, Gram-positivos, medem de 0,8 a 6,0 um de comprimento e
crescem em uma faixa de temperatura ideal de 32 a 37 °C e pH entre 6,8 e 7,0 (FURTADO,
1991). Todas essas espécies sao capazes de produzir acido butirico e gas hidrogénio em varios
meios de cultura artificiais (KLIJN et al., 1995).

Clostridium tyrobutyricum

E uma bactéria Gram-positiva, anaerobica, apresenta mobilidade, formadora de esporos
ovais e subtermais (HERMAN; BLOCK; WAES, 1995). E considerada por varios autores como o
principal organismo responsavel pelo estufamento tardio de queijos semiduros e duros (SU e
INGHAM, 2000), sendo a sua presenga um pré-requisito para a ocorréncia da fermentagdo acido-
butirica em queijos (LE BOURHIS et al., 2007).

Esse micror-organismo fermenta acido latico para produzir acido butirico, dioxido de
carbono e hidrogénio. Os gases liberados causam o estufamento no queijo, enquanto o acido
butirico acima da concentragdo critica de 500 mg/Kg de queijo confere sabor desagradavel
(FURTADO, 2007). A faixa de temperatura de multiplicacdo do C. tyrobutyricum ocorre entre 30

e 37 °C, sendo otima de 25 °C. Sua multiplicagdo é estimada pela fermentacdo de carboidratos,
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mas inibida por 6,5 (m/m) de NaCl. A cultura de C. tyrobutyricum ndo é patogénicas para
humanos e outros animais (SNEATH, 1986).

Segundo Wasserfall e Teuber (1979) C. tyrobutyricum origina-se principalmente do
emprego de silagem na alimentacdo do gado, e como seus esporos sobrevivem facilmente a
temperatura de pasteurizacdo, podem provocar o defeito estufamento tardio. De acordo Su e
Ingham (2000), os esporos geralmente atingem o leite cru por meio da contaminagdo dos tetos
pelo esterco durante a ordenha. No entanto, o micro-organismo também foi isolado de solo,
produtos lacteos, fezes de cées, fezes bovinas e humanas, tanto de adultos quanto de criangas
(SNEATH, 1986).

Clostridium butyricum

Bastonete Gram-positivo, anaerdbico estrito, mével por flagelos peritriquios, que apresenta
esporos ovais. A faixa de temperatura de multiplicacdo ocorre entre 30 e 37°C. A forma
esporulada resiste 10 minutos a 80°C. E multiplicada pela fermentac3o de carboidratos e inibida
por 6,5% de NaCl. Os produtos de fermentacdo sdo os acidos butirico, acético e férmico, além do
acido latico e succinico. Butanol e etanol algumas vezes sdo produzidos (SNEATH, 1986).

O micro-organismo, assim como C. tyrobutyricum, também tem sido detectado em casos
de deterioracdo em queijos com estufamento tardio. Mesquita et al. (2001) afirmaram que C.
butyricum desenvolve-se muito rapidamente, com correspondente producdo intensa de gas e
estufamento com forte deformacéo no queijo.

C. butyricum tem sido isolado de vérias fontes, como solo, dgua doce e queijo, rimen de

bezerros sadios, fezes de animais e humanos, incluindo de criancas sadias (SNEATH, 1986).

Clostridium sporogenes

Bastonete Gram-positivo, anaerobio estrito (PREVOT, 1996), apresenta mobilidade por
flagelos peritriquios, mede de 0,3 a 1,4 por 1,3 a 16,0 pm. Os esporos sdo ovais e subterminais
(SNEATH, 1986) e resistem de 15 min. a 1 h a 100 °C (PREVOT, 1996). A faixa de temperatura
Otima de multiplicacdo ocorre entre 30 e 40°C, com intervalo entre 25 e 45°C. A multiplicacéo
Otima ocorre em atmosfera contendo 100% de CO,. Os produtos de metabolismo incluem grandes

quantidades de &cido aceético e butirico e pequenas quantidades de acidos isobutirico e isovalérico,
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podendo ser produzido acido propidnico, valérico, isocaprdico, latico e succinico. Também séo
produzidos etanol e abundante H, (SNEATH, 1986).

Esse micro-organismo foi isolado do solo, esterco, fezes de homens e animais, lago de
agua doce, carne conservada e produtos lacteos (PREVOT, 1996).

Assim como C. tyrobutiricum e C. butyricum. o C. sporogenes também tem sido detectado
em queijos com estufamento tardio (LE BOURHIS et al., 2005), porém com pouca frequéncia e

sempre associado com as outras especies de Clostridium.

2.4. Sistema de pasteurizacao

A pasteurizacdo € um tratamento térmico, no qual o alimento é aquecido a temperaturas
menores que 100 °C. Em alimentos de baixa acidez (pH > 4,5), a pasteurizacdo é utilizada para
minimizar possiveis riscos a saude devido a contaminagdes com células vegetativas de micro-
organismos patogénicos e para aumentar a vida de prateleira. Em alimentos acidos (pH<4,5), a
pasteurizacdo é utilizada para eliminar os micro-organismos deteriorantes, assim como inativar as
enzimas naturalmente presentes. Em ambos, havera pequenas alteracBes nas caracteristicas
sensoriais e fisico-quimicas (FELLOWS, 2006).

O processo de pasteurizacdo pode ser rapido (73-75 °C por 15 segundos) ou lento (62-65
°C por 30 minutos). Dentre as principais vantagens da pasteurizacdo, destacam-se: a eliminacéao de
micro-organismos patogénicos; o aumento da durabilidade do produto; a elimina¢do dos micro-
organismos causadores do estufamento precoce. Dentre as principais desvantagens destacam-se:
as alteracbes na caseina, tornando-a menos permeavel, dificultando o ponto da coalhada
aumentando o tempo de coagulagdo (FELLOWS, 2006).

A pasteurizacdo de leite, seguido de resfriamento a temperatura de 4 °C, resulta em um
produto com caracteristicas de frescor natural e uma vida util de até 12 dias, dependendo da
qualidade microbioldgica do leite e das condi¢Bes sanitarias do processamento. Pasteurizacao,
entretanto, pode resultar na sobrevivéncia de esporos, 0s quais podem afetar a qualidade do leite e
do queijo fabricado. Por exemplo, esporos de Bacillus cereus, sobrevivem a pasteurizacdo e
podem produzir toxinas que causam doengas, assim como algumas celulas de psicrotroficos
podem causar problemas na vida util (PAFYLIAS et al., 1996) e esporos de C. tyrobutyricum
também sobrevivem & pasteurizacdo e podem produzir estufamento tardio em queijos duros e semi

duros (FURTADO, 2001).
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Segundo Fellows (2006), o processo de filtragdo com membrana apresenta vantagens em
relacdo ao processo de pasteurizacdo e dentre elas destacam-se: o alimento ndo é aquecido e,
portanto, a perda de volateis ou mudancas no valor nutricional e da qualidade sensorial é
minimizada, o uso de energia é utilizado de modo mais eficiente e ndo ha necessidade de caldeiras
para a produgdo de vapor, as instalagdes sdo mais simples e com custos de mdo de obra e de

operacgdes mais baixas.

2.5. Fase aquosa do queijo

As caracteristicas fisico-quimicas do queijo referentes ao desenvolvimento das propriedades
funcionais, tais como textura, protedlise, pH sdo amplamente descritas, na literatura (Fox, 1989;
Lawrence et al., 1987; Fox et al., 1993). Entretanto, outros estudos (BARTHEL et al. 1928a;
SANDBERG et al. 1930) tém sugerido que as mudancas nas propriedades funcionais dos queijos
podem estar também relacionadas com a mudanca do equilibrio fisico-quimico entre a matriz protéica
e a fase aquosa do queijo.

O queijo € definido como um sistema bifasico, compreendendo de uma rede solida porosa
de paracaseina que fixa a matéria gorda e uma fase aquosa (MAUBOIS e MOCQUOT, 1971;
MORRIS et al, 1988). A fase aquosa é o meio no qual crescem 0s micro-organismos componentes
do ecossistema intervindo durante a maturacdo e na qual se acumulam produtos hidrossoltveis
resultantes do metabolismo bacteriano de rea¢cdes enzimaticas, que ddo origem ao aroma e sabor
dos queijos (ADDA, 1987).

Em um estudo realizado por THIERRY (1999), 84 compostos volateis foram identificados
tanto na fase aquosa quanto na fase gordurosa do queijo em pelo menos um estagio de maturacao,
incluindo 18 aldeidos, 13 alcoois primérios e 4 secundarios, 16 ésteres, 14 cetonas e compostos
sulfurados, 12 hidrocarbonetos e 2 compostos clorados. Mais compostos foram recuperados a
partir da fase aquosa e da gordura do que nas amostras de queijo analisadas

Thierry et al. (1998) em outro estudo avaliaram a dindmica da populagdo bacteriana e a
evolugdo da composicdo da fase aquosa. Segundo estes autores a extracdo da fase aquosa por
prensagem tem vdrias vantagens para acompanhar as alteracdes bioquimicas no queijo,
permitindo avaliar as mudancas minerais entre a rede de paracaseina e a fase aquosa durante a
maturacao do queijo.
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2.5.1. Historico

A extragdo da fase aquosa, obtida pela aplicacdo de uma forte pressdo mecanica a uma
mistura de queijo ralado com areia fina foi proposto por Barthel et al. (1928a) como meio para
avaliar o grau da maturacdo e a acdo do coalho sobre o queijo. A extracdo por agua dos
componentes solUveis do queijo ja era criticada por estes autores por causa da susceptibilidade de
alterar profundamente os equilibrios fisico-quimicos e de conduzir assim a resultados erréneos
sobre as formas sollveis de nitrogénio.

A metodologia proposta por Barthel et al. (1928a) foi retomada por Morris et al., (1988),
com a ajuda de um equipamento de prensagem modernizado com 0 objetivo de estudar a
composi¢cdo de minerais e de aminoacidos livres de queijo Cheddar maturado por 1 més. Por
altimo, Lucey et al. (1993) utilizou um equipamento idéntico para um estudo comparativo do
poder tampdo do queijo Emmental e de sua “fase aquosa” nas diferentes etapas da maturacao.

O equipamento desenvolvido por Morris et al. (1988) ndo permitindo a obtengdo de mais
do que 30 ml de fase aquosa por prensagem, o que limitava, portanto, a amplitude das anélises
que podiam ser realizadas, levou Salvat-Brunaud (1995) a construcdo de uma prensa hidraulica
capaz de processar seis vezes mais a quantidade de queijo. Este material foi em seguida utilizado
de acordo com um protocolo otimizado para a extracao das fases aquosas de queijos Emmental em
quatro fases da maturacdo. As fases aquosas foram caracterizadas sobre os planos bacteriol6gicos,
fisico-quimicos e bioquimicos (SALVAT-BRUNAUD et al., 1995).

A aplicacdo da extracdo por pressdo a diferentes tipos de queijos de massa dura permitiu
demonstrar a atividade do coalho no queijo (Barthel et al. 1928b) e o crescimento dos teores de
nitrogénio soltuvel no decorrer da maturagcdo (SANDBERG et al., 1930). Os teores de nitrogénio
da fase aquosa extraidas de queijos como Emmental, Edam, Roquefort, Limburgo e Stilton foram
avaliados (Sandberg et al., 1930), bem como analisados a evolucéo dos teores em lactose e &cido
lactico do Cheddar (Mc Dowall e Dolby, 1936), e NaCl, Nitrogénio, Ca e P de queijo Edam
durante a maturagdo (Monib, 1962, citado por Morris et al. 1988).
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2.5.2. Desenvolvimento do método de extragao

Barthel et al.(1928) acreditava que o papel desempenhado pelo coalho e pela microbiota
presente no queijo ndo tinham sido definidos claramente porque essas duas ac¢bes sdo simultaneas
e ndo poderiam ser estudadas separadamente.

O método convencional de nitrogénio, consistia essencialmente na determinacdo do
nitrogénio total, nitrogénio soluvel, nitrogénio ndo soluvel e nitrogénio amoniacal de uma amostra
de queijo extraido em agua (Bather et al., 1928%). Para este autor é possivel que a extracdo com
agua provoque uma mudanca no equilibrio fisico-quimico existente na massa do queijo, podendo
provocar alteracao nos resultados das analises.

De acordo com Sandberg et al. (1930) a extracdo da massa de queijo por agua altera o
equilibrio fisico-quimico e quando existem quantidades consideraveis de NaCl no queijo, a
paracaseina € mais solivel em agua. Ainda de acordo com este autor, durante a maturacdo em
alguns queijos sdo formadas substancias proteicas em formato de globulinas, que séo sollveis na
fase aquosa, mas sdo precipitadas na extracdo do queijo com agua. Segundo Bather et al. (1928),
uma maneira de tentar resolver o problema mais diretamente, foi estudara extracdo
do queijo como € naturalmente dentro da massa de queijo.

Bather et al. (1928) procuraram obter um liquido, submetendo o queijo a uma forte pressao
mecanica, depois de ter previamente misturado a massa do queijo com areia fina. Com o0s
experimentos realizados observaram que sendo a massa do queijo muito elastica, sem a adi¢cdo de
areia a massa nao eliminava nenhuma gota de liquido, mesmo a alta pressdo, e ainda a massa saia
pelas aberturas da forma.

Barther et al. (1930) encontrou uma taxa favoravel entre a massa do queijo e a quantidade
de areia (Tabela 1). Estudaram um queijo duro com maturacdo de dois meses. Foi utilizada uma

prensa manual com capacidade de pressao maxima de 30.000 Kg/s.
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Tabela 1: Resultados de experimentos da influéncia de diferentes proporcdes de queijo e areia sobre
a quantidade de liquido obtido

Peso de queijo Peso de Proporgéo de Quantidade de fase Teor de agua
(9) areia(g) queijo/areia aquosa (mL) No queijo
1.000 0 1/0 0,0 53,5
1.000 650 1/0,65 35 52,3
1.000 1.000 1/1 12,0 51,5
1.000 2.000 1/2 62,0 52,0
1.000 3.000 1/3 44,0 -

A proporcao entre areia e queijo mais favoravel foi de 1/2. A areia tem duas funcbes
béasicas: primeiro, dé ao sistema estabilidade, reduzindo a elasticidade da massa, e segundo, serve
como um filtro para a massa de queijo ndo ir para fora do cilindro. Barther et al. (1928) concluiu a
partir de experimentos que a composicdo da fase aquosa do queijo € uniforme em toda massa do
queijo e que o tecido utilizado ndo retém nitrogénio por adesao.

Segundo Thierry et al. (1998), este método para extracdo da fase aquosa por
prensagem tem vdrias vantagens para acompanhar as alteracdes bioquimicas no queijo,
permitindo avaliar as mudancas minerais entre a rede de paracaseina e a fase aquosa durante a

maturacao do queijo.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laticinios Escola - Fundagcdo Arthur Bernardes
(FUNARBE), no Laboratério de Leite e Derivados e no Laboratério de Culturas Léticas no

Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa.

3.1 Culturas iniciadoras

Para fabricacdo dos queijos com olhaduras, foram adicionadas no leite culturas laticas
termofilicas contendo Lactobacillus helveticus, S. thermophilus e bactérias mesofilicas,
Lactococcus lactis subsp lactis e Lactococcus lactis subsp cremoris, adquiridas na CHR HANSEN
BRASIL. Essas culturas foram diluidas em Leite Desnatado Reconstituido (LDR) estéril e
armazenadas a temperatura de -20°C. As quantidades de culturas adicionadas no queijo foram de

acordo com o especificado pelo fabricante.

3.2 Culturas NSLAB

As bactérias laticas ndo starter (NSLAB) Enterococcus durans ATCC 6056 e
Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 foram fornecidas pelo laboratério de micro-organismos de
referéncia na Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ. Para reidratacdo e ativacdo do Enterococcus
durans foi utilizado o meio de cultura MRS, e para o Lactobacillus rhamnosus 0 meio Brain Heart
Infusion (BHI). Apds ativacdo, as culturas foram armazenadas a temperatura de -20 °C. A
quantidade adicionada das culturas NSLAB foi de acordo com Bouton et al. (2009) que descreve

uma quantidade de 10° UFC/ml de bactérias no leite.
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3.1.Tecnologia de fabricacéo

Os queijos com olhaduras, fabricado com leite pasteurizado e com leite cru microfiltrado,
foram produzidos de acordo com o fluxograma (Figura 3) (FURTADO, 2007). No processo de
microfiltracdo do leite para fabricacdo do queijo, o leite cru foi desnatado, aquecido a 50 °C e
microfiltrado em membrana com geometria cilindrica tubular de ceramica e oxido de zirconia
(Marca Membralox) com tamanho de poro de 1,4um. O creme obtido no desnate foi esterilizado
em autoclave a 115 °C por 15 minutos, resfriado até a temperatura de 40 °C e misturado ao leite
desnatado microfiltrado para fabricagdo do queijo. Os queijos foram produzidos em pecas de 3 Kg

a partir de 130 litros de leite com teor de gordura de 3,3 % .
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3.4. Extracédo da fase aquosa do queijo com olhaduras

A extracdo da fase aquosa dos queijos com olhaduras, obedeceu a metodologia descrita por
Salvat-Brunaud et al. (1995). Os queijos foram ralados e 1.800 g misturados a 3.600 g de areia
com granulometria entre 150 a 250 um. A mistura foi colocada em uma tela descartavel (tela de
filtro, Smith and Nephew extruded Films LTDA) e em seguida em um molde de inox perfurado
que permite o0 escoamento da fase aquosa. Esse molde foi entdo colocado em uma placa de ago
inoxidavel e prensado durante 180 minutos usando uma prensa hidraulica (ABF technology —
Franca) (Figura 4). O célculo do rendimento da fase aquosa e 0 aumento de pressdo na prensa
hidraulica foram realizados de acordo com Salvat-Brunaud et al.(1995). A fase aquosa foi entéo
filtrada em papel de filtro (Whatman n° 41) e amostras de aproximadamente 100 mL foram

congeladas a -20 °C seguida de degelo em camara fria (4°C) no momento da analise.

Figura 4 — Prensa hidraulica utilizada para obtencéo da fase aquosa a partir do queijo com olhaduras

misturado com areia.
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3.5. Analises fisico-quimicas no leite

3.5.1. Determinacdo de acidez titulavel, gordura, pH e proteina

Para determinacdo da acidez titulavel, gordura, pH e proteina do leite destinado a
fabricagdo do queijo com olhaduras, foram utilizados os métodos oficiais, descritos na Instrucéo
Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006.

Anélises fisico-quimicas no queijo e na fase aquosa

As analises fisico-quimicas no queijo e na fase aquosa foram realizadas em quatro estagios
de maturacdo: saida da salmoura (2 dias de fabricacdo), saida da cAmara fria e entrada na camara
quente (15 dias), saida da cAmara quente e entrada da camara fria (45 dias) e, saida da cdmara fria
(60 dias). As andlises do teor de gordura, extrato seco total, proteina e gordura no extrato seco no

queijo foram realizadas apenas no primeiro estagio.

3.6 Analises realizadas no queijo

3.6.1 Determinacédo da atividade de agua

A determinacdo da atividade de agua foi realizada, utilizando-se medidor digital Aqualab
modelo CX2T — Decagon Devices.

3.6.2 Acidez titulavel

Esta técnica baseia-se na extracdo de &cido livres solGveis em agua a 40°C e neutralizados
até o ponto de equivaléncia, com solugdo alcalina de concentracdo conhecida, utilizando-se com
solucgéo indicadora a fenolftaleina 1 % (BRASIL, 2006). O resultado foi expresso em % de &cido
latico e dado pela formula:

o sun Vxfx 0,9
% Acido latico =

Equacéo (2)
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Sendo:
V= volume da solugdo de hidroxido de sédio 0,1N gasto na titulagdo, em mL;
f = fator de correcdo da solugdo de hidréxido de sédio 0,1N; e

m = massa da amostra na aliquota, em gramas.

3.6.3. Determinacao de gordura

A gordura do queijo foi realizada pelo método butirométrico com butirdmetro especifico

para queijo (Brasil, 2006).

3.6.4. Determinacao de gordura no extrato seco

O teor de gordura no extrato seco foi determinado indiretamente por meio da férmula
abaixo (PEREIRA et al., 2001).

%GD

% GES = %S

x 100 Equacéo (3)

3.6.5. Extensdo de maturacao

A extensdo de maturacdo foi calculada indiretamente por meio da razdo entre a
percentagem de nitrogénio soltvel em pH 4,6 (NS pH 4,6) e nitrogénio total (NT), multiplicando o
resultado por 100 (WOLFSCHOON-POMBO, 1983).

(NSpH4,6)

EM =
NT

x 100 Equacéo (4)
3.6.6. Profundidade de maturacéo

A profundidade de maturacdo (PM) foi quantificada de forma indireta por meio da razéo
entre a percentagem de nitrogénio soltvel em TCA 12% (NS TCA 12%) e nitrogénio total (NT),
multiplicando-se o resultado por 100 (WOLFSCHOON-POMBO, 1983).

PM = —(NSTCN‘}F 12%) « 100 Equacao (5)
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3.7. Analises realizadas no queijo e na fase aquosa

3.7.1. Cloreto de sédio

O Cloreto de sadio foi determinado pelo método de extracdo a partir das cinzas (BRASIL,
2006). Para avaliacdo da difusdo de sal na massa do queijo a anélise foi realizada no centro, na
casca e no queijo homogéneo durante periodo de maturacdo. O resultado foi obtido a partir da

férmula abaixo:

VXfxNx0,0585
%NaC]l = ——————

%X 100 Equacdo (6)
Sendo:

V = volume da solucéo de nitrato de prata 0,1 N gasto na titulagdo, em mL;

f = fator de correcéo da solugéo de nitrato de prata 0,1 N;

m = massa da amostra, em gramas;

N = normalidade da solugao de nitrato de prata 0,1 N;

0,0585 = miliequivalente-grama do cloreto de sédio.
3.7.2. Determinacdo de umidade e extrato seco

Para determinacédo do teor de umidade, adotou-se o procedimento gravimétrico em estufa a
105°C, conforme descrito em (FIL- IDF 4a, 1982). O residuo obtido apds evaporacao representou

0 extrato seco da amostra. O resultado foi obtido a partir da formula abaixo:

% Umidade = 100 — ES Equacao (7)

% Extrato seco = ~2L x 100 Equacéo (8)

mq

Sendo:
m; = placa com areia, bastdo e adi¢cdo da amostra;
m, = placa com areia, bastdo e amostra ap0s incineragao;
T = Tara da placa com areia e bastéo.
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3.7.3. Cinzas

Baseia-se na eliminacdo da matéria organica a temperatura de 550°C (Brasil, 2006). O
produto obtido é denominado de residuo mineral fixo ou cinzas. O resultado foi obtido a partir da

formula abaixo:

% Cinzas = 2= 5 100 Equacdo (9)

mo

Sendo:
m, = massa do cadinho com amostra apds incineragdo, em gramas;
m; = massa do cadinho vazio, em gramas;

m, = massa da amostra, em gramas.

3.7.4. pH

A determinac&o do pH do queijo com olhaduras foi realizada pelo método potenciométrico
utilizando-se medidor de pH modelo Tecnal, pH Meter Tec-2, introduzindo-se o eletrodo na parte
interna do queijo (FIL- IDF, 115a, 1989).

3.7.5. Proteina total

A proteina total (PT) foi determinada por meio da dosagem de Nitrogénio realizada pelo
método Kjeldhal multiplicando-se o percentual de nitrogénio total (NT) pelo fator de conversao
6,38, indicado para proteina derivada de leite (IDF-FIL 20b, 1982).

3.7.6. Nitrogénio Soluvel em pH 4,6 (NCN) e Nitrogénio Soluvel em TCA 12 % (NPN)

O teor de NCN foi determinado em filtrado obtido a partir da fase aquosa acidificada a pH
4,6 utilizando &cido cloridrico 1,41 mol/L. A concentracdo de NPN foi mensurada em filtrado
obtido pela diluicdo das amostras com volume duas vezes maior de TCA 24% (m/v). O teor de

nitrogénio foi determinado segundo método de Kjeldahl (FIL 20B:1993).

41



3.7.7. Andlises de acidos organicos

O 4cido latico, acetico, butirico, propiénico, foram determinados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). A andlise foi realizada em Cromatografo (HPLC), marca SHIMADZU,
modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultra Violeta (UV) utilizando-se um comprimento de
ondas 210 nm e coluna C18. A fase mdvel utilizado foi uma solucdo de agua com 1% de &cido
fosforico até pH de 4,5 (Mullin e Emmons, 1997).

Preparo das amostras

Para extracdo dos acidos organicos foram pesados 0,5 g de queijo em um béquer de 100 mL
adicionado de 50 mL de agua destilada a 50 °C e homogeneizado com bastdo magnético com
maxima agitacdo por 5 min. Logo ap6s o béquer com amostra foi transferido para um Banho
Maria a 50 °C com agitacdo suave. Uma parcela de 10 mL da solucdo foi retirada com seringa
abaixo da superficie para evitar a inclusdo de gordura. Uma unidade filtrante de 0,45U de poro, 13
mm (Millipore) foi anexada ao conector da seringa, o liquido foi entdo forcado a passar pelo filtro.
O filtrado foi entdo congelado a -20 °C e posteriormente analisado em HPLC.

Para extracdo dos &cidos organicos da fase aquosa foi colocado 1 mL de fase aquosa em um
béquer de 100 mL adicionado de 50 mL de agua destilada a 50 °C e homogeneizado com bastédo
magnético com agitacdo maxima por 5 min. Uma parcela de 10 mL da solucédo foi retirada com
seringa abaixo da superficie para evitar a inclusdo de gordura. Uma unidade filtrante de 0,45 U de
poro, 13 mm (Millipore) foi anexada ao conector da seringa, o liquido foi entdo forcado a passar
pelo filtro. O filtrado foi congelado a - 20 °C e posteriormente analisado em HPLC (Mullin e
Emmons, 1997).

3.8. Analises microbioldgicas no leite

Foram realizadas as seguintes analises microbioldgicas para o leite cru padronizado, leite

desnatado, leite microfiltrado, leite microfiltrado padronizado e leite pasteurizado.
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3.8.1. Contagem de micro-organismos mesofilos e anaerobicos facultativos

Para a contagem padrdo em placas, utilizou-se o método Petrifilm Aerobic Count Plate,
3M, NM —-USA (AOAC 991.12 - Contagem de Aerobicos em Alimentos, Filme Reidratavel Seco).

3.8.2. Contagem de coliforme a 30°C e Escherichia coli
Para a contagem de Coliformes a 30°C e E. coli., utilizou-se o método Petrifilm

Coliformes/E. coli, 3M, NM —USA (AOAC 991.14 - Contagem de Coliforme e E. coli em

alimentos, Pelicula Reidratavel seca) conforme recomendacéo pelo fabricante.
3.8.3. Contagem de Staphylococcus aureus
Para contagem de Staphylococcus aureus, utilizou-se Petrifilm Staph Express Count Plate,

3M, NM -USA (AOAC 2003.08 — Método para Contagem de Staphylococcus aureus em
Laticinios) conforme recomendacdo pelo fabricante.

3.8.4. Presenca de esporulados

Para contagem de esporos do leite foi utilizada a metodologia segundo Standard Methods
(Wehr e Frank, 2004). O meio de cultura utilizado foi restrito para Clostridium sp, Reinforced
Clostridial Agar (RCM) (SENYK, 1989).

3.9. Analises microbiolégicas no creme

3.9.1. Contagem de micro-organismos mesofilos e anaerobicos facultativos

Para a contagem padrdo em placas, utilizou-se 0 método Petrifilm Aerobic Count Plate 3M,
NM —-USA (AOAC 991.12 - Contagem de Aerdbicos em Alimentos, Filme Reidratavel Seco)

conforme recomendacéo pelo fabricante.
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3.9.2. Contagem de coliforme 30°C e Escherichia coli

Para a contagem de Coliformes a 30°C e E. coli., utilizou-se o método Petrifilm
Coliformes/E. coli. 3M, NM — USA (AOAC 991.14 - Contagem de Coliforme e E. coli em

alimentos, Pelicula Reidratavel seca) conforme recomendacéo pelo fabricante.

3.9.3. Contagem de Staphylococcus aureus

Para contagem de Staphylococcus aureus, utilizou-se Petrifilm Staph Express Count Plate,
3M, NM -USA (AOAC 2003.08 — Método para Contagem de Staphylococcus aureus em
Laticinios) conforme recomendacdo pelo fabricante.

3.9.4. Presenca de esporulados

Para contagem de esporos do creme foi utilizado a metodologia segundo Standard
Methods (Wehr e Frank, 2004). O meio de cultura utilizado foi restrito para Clostridium sp,
Reinforced Clostridial Agar (RCM) (SENYK, 1989).

3.10. Andlises microbiolédgicas no queijo

Preparo das amostras

Para o preparo do homogenato, 25g de queijo foram diluidas em 225 mL de &gua salina
0,85% esterilizada e posteriormente homogeneizada em um stomacher, por 2 minutos. Foram
realizadas diluigdes decimais e em seguida os plaqueamentos em duplicata para cada diluicdo. As

analises microbioldgicas dos queijos foram realizadas apds um dia de fabricagéo.

3.10.1. Contagem de coliforme 30°C e Escherichia coli

Para a contagem de coliformes a 30°C e E. coli., utilizou-se 0 método Petrifilm Coliformes/E.
coli. 3M, NM —-USA (AOAC 991.14 - Contagem de Coliforme e E. coli em alimentos, Pelicula

Reidratavel seca) conforme recomendacao pelo fabricante.
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3.10.2. Contagem de Staphylococcus aureus

Para contagem de Staphylococcus aureus, utilizou-se Petrifilm Staph Express Count Plate,
3M, NM -USA (AOAC 2003.08 — Método para Contagem de Staphylococcus aureus em

Laticinios) conforme recomendacéo pelo fabricante.

3.10.3. Presenca de Salmonella sp.

Anaélises conduzidas conforme constante na IN n° 62 de 26 de agosto de 2003 do ministério

da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.

3.10.4. Presenca de Listeria monocytogenes

Anadlises conduzidas conforme constante na IN n° 62 de 26 de agosto de 2003 do

ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

3.10.5. Presenca de esporulado

Para contagem de esporos do queijo foi utilizado a metodologia segundo Standard Methods
(Wehr e Frank, 2004). O meio de cultura utilizado foi restrito para Clostridium sp, Reinforced
Clostridial Agar (RCM) (SENYK, 1989).

3.11. Avaliagéo sensorial

O teste de aceitacdo foi realizado no laboratorio de Andlise Sensorial da Universidade
Federal de Vicosa, em cabines individuais, usando luz branca.

As amostras de queijo com 60 dias de maturacdo foram avaliadas quanto a aceitagdo, por
100 provadores selecionados pelo habito de consumo de queijo com olhaduras, em relacdo aos
atributos sabor, textura e impressao global.

Foram apresentadas aos provadores, as amostras contendo aproximadamente 30 g de
gueijo de cada tratamento a temperatura de 20°C, devidamente codificadas com trés digitos e
servidas de modo aleatério. Um copo de agua filtrada e uma uva foram fornecidos aos provadores
para enxaguar a boca e diminuir a interferéncia entre as amostras.
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Cada provador recebeu uma ficha (ANEXO) de avaliacdo para cada amostra, e foi
solicitado que indicasse na escala hedonica de 9 pontos o seu julgamento em relagdo a aceitagéo
do produto, sendo atribuido nota 9 para gostei extremamente e 1 para desgostei extremamente
(Minim, 2006).

Os resultados foram submetidos & ANOVA em delineamento em blocos casualizados
(DBC), utilizando-se o programa SAS (Statistical Analysis System) versdo 9.2, licenciado para
Universidade Federal de Vigosa. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

3.12. Delineamento experimental

O leite utilizado para fabricacdo dos queijos experimentais foi obtido de produtores da
regido de Vigosa, Minas Gerais. O experimento constou dos seguintes tratamentos: producao de
queijo com olhaduras a partir de leite pasteurizado (P); producéo de queijo com olhaduras a partir
de leite pasteurizado adicionado de cultura NSLAB (PC); producdo de queijo com olhaduras a
partir de leite microfiltrado (M); e producédo de queijo com olhaduras a partir de leite microfiltrado
adicionado de cultura NSLAB (MC). Nos quatro tratamentos foram adicionadas culturas
iniciadoras e Propionibacterium freudenreichii.

Os resultados foram submetidos & anélise de varidncia com delineamento em blocos
casualizados (DBC), cada unidade experimental foi representada por um tanque de fabricacdo de
queijo com trés repeticdes. Para analises dos resultados utilizou-se o programa SAS (Statystical

Analysis System), versao 9.2, licenciado para Universidade Federal de Vicosa (SAS, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas fisico-quimicas do leite utilizado na fabricacao do queijo

Os dados referentes a gordura, pH, acidez, e proteina do leite utilizado na fabricacdo dos
queijos apresentam-se na Tabela 2. De acordo com os resultados pode-se observar que o leite cru
microfiltrado padronizado e o leite pasteurizado encontraram-se com caracteristicas semelhantes e
segundo FURTADO (2007) com caracteristicas fisico-quimicas adequadas para fabricacdo de

gueijo com olhaduras.

Tabela 2 - Valores médios das andlises de gordura, pH, acidez e proteina do leite empregado na

fabricacdo dos queijos com olhaduras

Amostras Gordura (%) pH Acidez (%AL) Proteina (%0)
Leite cru padronizado 3,33 (£0,15) 6,73 (£0,04) 0,15 (+0,01) 3,11 (+0,01)
Leite cru desnatado 0,10 (0,00) 6,66 (+0,01) 0,15 (+0,01) 3,10 (+0,10)
Leite pasteurizado 3,30 (£0,10) 6,73 (£0,03) 0,16 (+0,00) 3,08 (+0,11)
Leite microfiltrado 0,00 (£0,00) 6,64 (+0,06) 0,15 (+0,01) 2,96 (£0,09)
Leite microfiltrado 3,33 (+0,25) 6,77 (£0,04) 0,15 (+0,01) 3,00 (£0,10)
padronizado

Dados de trés repeticOes realizadas em duplicata.

4.2. Analises fisico-quimicas do queijo com olhaduras apds dois dias de fabricagéo

Os teores de gordura, extrato seco, gordura no extrato seco, cinzas e proteina dos queijos

com olhaduras encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores médios das anélises de gordura, extrato seco, cinzas e proteina dos queijos com
olhaduras com dois dias de fabricacdo

Anélises\ Tratamentos P PC M MC
Gordura (%) 29,20 (£1,04) 29,00 (+0,50) 29,50 (+1,32) 29,80 (+0,76)
Extrato seco (%) 59,74 (x0,74) 59,73 (£0,05) 60,56 (+0,56) 60,66 (0,29)
Cinzas (%) 3,72 (+0,45) 3,88 (+0,28) 4,06 (£0,40) 3,76 (£0,48)
GES (%) 48,52 (+1,12) 49,22 (+1,21) 48,95 (+1,03) 48,33 (+1,56)
Proteina (%) 22,01 (x0,31) 22,06 (+0,20) 22,00 (£0,24) 22,00 (+0,38)

Dados de trés repeticdes realizadas em duplicata

GES: Gordura no extrato seco

P: queijo produzido com leite pasteurizado; PC: queijo produzido com leite pasteurizado adicionado de cultura; M:
queijo

Produzido com leite microfiltrado; MC: queijo produzido com leite microfiltrado adicionado de cultura.

Os resultados encontraram-se dentro da faixa considerada normal para queijos com
olhaduras, de acordo com BEUVIER (1997), ndo apresentando grandes variacOes entre 0s
tratamentos. Os teores de protel'na e extrato seco dos quatro tratamentos apresentaram-se menores
que os citados por Furtado (2007) e Thierry (1998). Porém estes resultados ndo influenciaram as

caracteristicas finais dos queijos.

Extracdo da fase aquosa

Na extracdo da fase aquosa do queijo o aumento da pressdo da prensa hidraulica foi
realizado lentamente, seguindo uma cinética de fluxo descrita por Salvat-Brunaud et al. (1995). A
cinética de fluxo da fase aquosa variou dependendo do estagio da maturacdo do queijo (Figura 4),
guanto mais longa a maturacdo do queijo, mais lento foi o fluxo da fase aquosa e mais réapido o
fluxo da fase lipidica. Segundo Thierry et al. (1998) essas variagdes refletem diferencas
na organizacdo estruturais do queijo devidoas mudangas nacomposicdo e possiveis
rearranjos moleculares.

O fluxo da fase lipidica depende do estado do glébulo de gordura, a deterioracdo da sua
membrana durante a maturacéo pode facilitar a extragdo da fase lipidica. Foi obtido um volume de

40 a 180 mL de fase lipidica e 190 a 300 mL da fase aquosa, dependendo do estagio de maturagéo.

48




350 50

- 40

- 35
/' ‘M‘r“‘ —s—Fase aquosa 1
- 30

/ ‘,‘r‘/r‘- - 25 —a— Fase aquosa 2
150 / L 50
100 - 15 —e— Pressdo

Pressdo (Bar)

Volume de fase aquosa (mL)

w1
o

100 150 200

Tempo (min.)

Figura 4 — Cinética de fluxo da fase aquosa extraido de 1800g de queijo com olhadura: ( ——)fase
aquosa do queijo fresco; (— ) fase aquosa do queijo com 60 dias de maturacdo; (—*—) pressdo
exercida durante prensagem.

A média do rendimento da fase lipidica foi de 9,05 % variando de 7,38 a 16,71%. A fase
aquosa obteve um rendimento de 13,28 % ou 239 g obtidos de 1800 g de queijo. Como comentado
anteriormente este rendimento é variavel e depende do estagio da maturacdo. Os resultados
obtidos do rendimento da fase aquosa estdo acima dos encontrados por Salvat-Brunaud et

al.(1995) que obteve uma média de 8,9% de fase aquosa.

4.3. Caracteristicas fisico-quimicas do queijo durante periodo de maturacéo.

Atividade de agua

Com relacdo a atividade de agua (Figura 5) ndo houve diferenca (P>0,05) entre os

tratamentos, mas foi significativo (P<0,05) em consideracdo o tempo de maturagdo dos queijos.
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Figura5 - Evolucédo dos resultados da atividade de 4gua dos queijos em funcdo do tempo de

maturacao.

A atividade de 4gua de um queijo tende a baixar a medida que avanga sua maturacao, isto
se deve a fendbmenos bioquimicos que liberam eletrolitos, compostos ionizados e outros elementos
solGveis em agua e a evaporacdo da dgua do queijo que é considerada baixa devido a embalagem
dos queijos. E importante que a atividade de agua do queijo com olhaduras esteja acima de 0,955,

pois este € o limite para a multiplicacdo das bactérias Propionicbacterium.

Acidez

Os parametros da acidez titulavel apresentaram diferenca (P<0,05) em rela¢éo ao tempo de
maturacgdo para os 4 tratamentos. N&o foi observada diferenca (P>0,05) de acidez titulavel entre os
tratamentos. Pode-se observar na Figura 6, que até 15 dias de maturacdo em temperaturas baixas
ocorre um declinio da acidez tilulavel, o que segundo Kosikowisk (1977) é explicado pela
conversdo do &cido latico em lactato de célcio em presenca de célcio. No entando, a temperatura
de 21°C no periodo de 15 a 45 dias de maturacdo ocorre um aumento da acidez, em funcéo do

aumento da velocidade das reagdes enziméticas e metabolicas dos micro-organismos.
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Figura 6 - Evolucdo dos resultados da acidez dos queijos em funcdo do tempo de maturacéo.

Extensdo de maturacao

A extensdo da maturacdo é um fator indicativo da protedlise primaria e ocorre
principalmente pela ac¢do proteolitica do coalho ou coagulante residual no queijo, sobre a asl-
caseina e, em menor escala sobre a B-caseina dando origem a peptideos de alto e médio peso
molecular (FOX, 1989).

O Indice de extensdo de maturagdo (Figura 7) variou (P<0,05) ao longo do periodo de
maturacdo dos queijos. Pode-se observar um aumento acelerado entre os dias 15 a 45 de
maturacdo a temperatura de 21°C. FOX (1993) relata que a temperatura mais elevada favorece a
protedlise primaria, representada pelo NS em pH 4,6, formado pela hidrolise das proteinas durante
a maturacgdo dos queijos, envolvendo primeiramente a conversao da caseina em grandes peptideos,
principalmente por causa da agdo residual do agente coagulante sobre a a-sl, B e Y caseina. O

Indice de extensdo de maturagio ndo apresentou diferenca (P>0,05) com relagio aos tratamentos

aplicados.
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Figura 7 — Evolucdo da extensdo de maturacdo dos queijos em funcao do tempo de maturagao.
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Profundidade de maturacéao

O indice de profundidade de maturacdo estd relacionado com a presenca de enzimas
proteoliticas oriundas de micro-organismos, que hidrolisam os peptideos resultantes da acdo do
coalho e da plasmina sobre as caseinas (FOX, 1989).

O aumento nos valores dos indices de profundidade da maturacdo dos queijos diferiu
(P<0,05) durante todo periodo de estocagem. N&o houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos.
Pode-se observar (Figura 8) no queijo fabricado com leite microfiltrado e adicionado de cultura
NSLAB (MC) um teor elevado no indice de profundidade de maturagdo aos sessenta dias de
estocagem. Esses teores podem ser explicados pela acdo dessas culturas, aumentando a presenca
de substancias de baixo peso molecular (aminoacido, oligopeptideos, aminase outros compostos),
também responsaveis pelo sabor e aroma dos queijos, acumuladas durante o periodo de
maturacdo, principalmente em virtude da acdo proteolitica das enzimas desses micro-organismos.
Lynch et al. (1996) relataram que Lactobacillus atuam no desenvolvimento do sabor e aroma do

queijo Cheddar, realcando aumento da proteolise durante periodo de maturacéo.
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Figura 8 — Evolucéo da profundidade de maturagéo dos queijos em funcdo do tempo.
4.3 Caracteristicas fisico-quimicas do queijo e na fase aquosa durante periodo de maturacao.
Cloreto de sodio (NaCl)

O aumento do teor de cloreto de sddio diferiu (P<0,05) ao longo dos sessenta dias de
maturacdo (Figura 9). O aumento esta relacionado com a diminui¢do da umidade e atividade de
agua do queijo ao longo da maturacdo. O teor de sal ndo diferiu (P>0,05) entre os tratamentos,

tendo um valor de aproximadamente 0,8% estando de acordo com o indicado por FURTADO
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(2007) para queijo com olhaduras, pois a presenca de cloreto de sodio acima deste valor exerce
uma acdo negativa para a microbiota de Propionicbacterium responséveis pela formagdo de

olhaduras no queijo.
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Figura 9 - Evolucdo do teor de cloreto de s6dio em queijos com olhaduras em funcdo do

tempo de maturacao.

O teor de NaCl nos queijos, tanto na casca, quanto no centro do queijo (Figuras 10 e 11)
foi diferente (P<0,05) durante a maturacdo, porém ndo houve diferenga (P>0,05) entre os
tratamentos. Pode-se observar que nos primeiros quinze dias a porcentagem de sal presente na
casca do queijo aproximou-se do teor de sal do queijo homogéneo com aproximadamente 0,8 %
de sal. Ja no centro do queijo com 15 dias de fabricacdo o teor de sal foi de 0,10 a 0,15%. A baixa
concentracdo de sal no centro aliada a outras caracteristicas como pH acima de 5,3 e temperatura
de 18 a 20°C favorece o crescimento de Clostridium tyrobutiricum, o principal agente causador de

estufamento tardio em queijos devido sua sensibilidade a presenca de sal.
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Os resultados do teor de cloreto de sédio na fase aquosa dos queijos (Figura 12) ndo

diferiram (P>0,05) entre os tratamentos, ficando entre 2,30 a 2,73% sendo superiores (P<0,05)

aqueles obtidos diretamente do queijo (1,70 a 2,40%) (Figura 13). Segundo Furtado (2007), o sal é

um inibidor da fermentacdo propidnica, por aumentar a fase de crescimento exponencial da

microbiota e o tempo de multiplicacdo celular, reduzindo a contagem total e o metabolismo

celular. De acordo com o mesmo autor o nivel critico para queijos com olhaduras é de apenas 3%

de sal na umidade do queijo. Esse valor esta relacionado com a baixa tolerancia a sal do

Propionibacterium, micro-organismo responsavel pela formacéo de olhaduras nos queijos.
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Umidade

A diminuicédo do teor de umidade (Figura 14) diferiu (P<0,05) ao longo dos sessenta dias
de maturacdo, ndo diferindo (P>0,05) entre os tratamentos, indicando, que o processo de
microfiltracdo do leite para fabricacdo do queijo ndo interfere no teor de umidade dos queijos. A
diminuicdo da umidade nos primeiros 15 dias esta relacionada com a evaporacdo da agua do
queijo em cémara fria. Depois do queijo embalado a evaporagdo diminui, neste caso 0
abaixamento da umidade se deve a protedlise durante processo de maturacdo do queijo. Os
compostos formados durante processo de protedlise reagem com a agua presente diminuindo,
consequentemente, o conteldo de agua nos queijos.

O teor de umidade no quejo com olhaduras € importante ndo somente para formacdo de
olhaduras, mas também para outras caracteristicas como a textura, atividade de agua, intensidade e
aceleracdo da protedlise (FURTADO, 2007).
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Figura 14 - Evolucéo do teor da umidade nos queijos em funcdo do tempo de maturacao.

O teor de umidade da fase aquosa do queijo (Figura 15) diminuiu (P<0,05) para os quatro
tratamentos durante o tempo de maturacdo. Ndo houve diferenca (P>0,05) entre os quatro
tratamentos. Esta inclinacdo esta relacionada com o desenvolvimento da protedlise do queijo

durante periodo de maturacéo.
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Figura 15 - Evolucdo do teor de umidade da fase aquosa dos queijos em funcdo do tempo de
maturacao.

Os teores de extrato seco dos queijos (Tabela 4) diferiram (P<0,05) ao longo do tempo de
maturacdo. Nao houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos analisados. Os resultados foram
compativel com os resultados obtidos por Salvat-Brunaud et al. (1995) e Lucey et al. (1993).
Pode-se observar que os teores do extrato seco da fase aquosa do estdgio D, praticamente
duplicaram em relacéo ao estagio A. De acordo com Thierry et al. (1998) este aumento do extrato
seco estd vinculado a protedlise na camara quente, devido a solubilizacdo de compostos

nitrogenados.

Tabela 4 - Resultado do extrato seco da fase aquosa nos quatro estagios de maturacdo dos queijos

Amostras A (%) B (%) C (%) D (%)
FA-P 9,14 (+0,40) 12,05 (+0,50)" 16,98 (+0,75)° 17,87 (+0,28)"
FA-PC

9,31(x0,26)* | 12,18 (0,32)° 17,05 (0,21)° | 18,99 (+0,49)°

FA-M 9,30 (0,52 | 12,17 (+0,78)° | 17,05(+0,28)¢ | 18,97 (+0,49)°

FA-MC 9,11(x0,51)* | 12,01 (+0,44)° | 17,35(+0,48)° | 18,65 (+0,80)°

Meédias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, para cada varidvel, ndo difere entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Estagios: (A) saida da salmoura (2 dias), (B) saida da camara fria e entrada na cadmara quente (15 dias), (C) saida da
camara  quente e entrada da camara fria (45 dias) e (D) saida da cAmara fria, comercializag&o (60 dias).

pH

O aumento (P<0,05) dos valores de pH (Figura 16) durante a maturacdo dos queijos, pode

ser decorrente da degradagdo protéica proveniente das atividades das enzimas produzidas pelo
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micro-organismos, com formagdo de compostos nitrogenados alcalinos. Os queijos elaborados
com adicdo de cultura NSLAB (PC e MC) apresentaram pH mais elevado (P>0,05) que os
tratamentos P e M (ndo adicionados de NSLAB) o que pode ser explicado pela adi¢do das culturas
NSLAB que contribuiram no desenvolvimento da proteolise. Estes resultados estdo de acordo com
Bouton et al. (2009) que adicionou culturas de Lactobacillus e Enterococcus em queijo fabricado

com leite microfiltrado e obteve resultados semelhantes.
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Figura 16 — Evolugédo do pH dos queijos em funcdo do tempo de maturagéo.

O pH da fase aquosa aumentou (P<0,05) durante o periodo de maturacdo dos queijos (Tabela
5).

Tabela 5: Valores de pH da fase aquosa dos queijos nos quatro estagios de maturacao

Amostras/ Tempo A (%) B (%) C (%) D (%)
FA-P 5,34 (+0,04) | 5,58 (+0,06)" 5,62 (+0,11)° 5,77 (+0,05)°
FA-PC 5,46 (+0,04)" 5,57 (+0,02)" 5,72 (+0,18)" 5,90 (+0,02)°
FA-M 5,33 (+0,28)° | 5,53 (0,04)? 5,77 (+0,05)" 5,86 (+0,08)"
FA-MC 5,47 (£0,08)° | 5,61 (0,02)" 5,85 (0,01)° 5,88 (+0,02)°

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo difere entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Trés repeticdes em duplicata

A: Fase aquosa obtida de queijos com 2 dias de fabricacdo; B: Fase aquosa obtida de queijos com 15 dias de
fabricacdo; C: Fase aquosa obtida de queijos com 45 dias de fabricacdo; e D: Fase aquosa obtida de queijos com 60
dias de fabricagéo.

57



Os valores de pH da fase aquosa do tratamento FA-MC diferiram (P<0,05) dos outros
tratamentos. Nos tratamentos FA-PC e FA-MC obteve-se valor de pH mais elevado que 0s
tratamentos FA-P e FA-M durante todo periodo de maturacdo, o que pode ser explicado pela
adicdo das culturas NSLAB que contribuem do desenvolvimento da protedlise. Os resultados do

pH da fase aquosa (Tabela 3) estdo de acordo com os descritos por Salvat-Brunaud et al.,(1995).

Proteina

Pode-se observar nos resultados referentes ao teor de proteina na fase aquosa (Figura 17)
que a maturacdo em camara quente multiplicou em 5 vezes o nitrogénio total atingindo um valor
de aproximadamente 12% de proteina (NT * 6,38). Estes resultados estdo de acordo com Salvat-
Brunaud et al., (1995).
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Figura 17 - Evolucdo do teor de proteina bruta da fase aquosa dos queijos em funcdo do
tempo de maturacao.

O nitrogénio soltvel em pH 4,6 (NCN) nos queijos e na fase aquosa (Figura 18 e 19)
variou (P<0,05) ao longo do periodo de maturagdo dos queijos. O teor de NCN ndo apresentou
diferenga (P>0,05) com relacdo aos tratamentos aplicados. Pode-se observar um aumento
acelerado entre os dias 15 a 45 de maturacdo a temperatura de 21°C. FOX (1993) relata que a
temperatura mais elevada favorece a proteolise primaria, representada pelo NS em pH 4,6,
formada pela quebra das proteinas durante a maturacdo dos queijos, envolvendo primeiramente a
conversdo da caseina em grandes peptideos, principalmente por causa da acdo residual do agente

coagulante sobre a a-sl, B e Y caseina. Os resultados no NCN da fase aquosa foram maiores,
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diferindo (P<0,05) daqueles encontrados utilizando a metodologia da dissolu¢cdo do queijo em

agua e citrato.

O aumento nos valores de NPN nos queijos e na fase aquosa diferiu (P<0,05) durante todo

periodo de maturacdo. N&o houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos (Figura 20 e 21). Os

resultados da fase aquosa foram superiores, diferindo (P<0,05) daqueles encontrados utilizando a

metodologia da dissolugdo do queijo em agua e citrato. O nitrogénio soltvel em &cido

tricloroacético esta relacionado a presenca de enzimas proteoliticas oriundas de micro-organismos,

que hidrolisam os peptideos resultantes da acdo do coalho e da plasmina sobre as caseinas (FOX,

1989).
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Acidos organicos

Os teores de &cido butirico nos queijos (Figura 22) e na fase aquosa (Figura 23) foram
semelhantes a Bouton (2009) e Furtado (2007) variando de 0,2 a 0,9 mg/g no queijo com 60 dias
de maturacdo. Os tratamentos P e PC e FA-P e FA-PC diferiram (P<0,05) dos tratamentos M e
MC e FA-M e FA-MC respectivamente quanto a quantificacdo de acido butirico. Essa diferenca é
resultado da microfiltracdo do leite para fabricacdo do queijo com olhaduras. A microfiltracdo é
capaz de eliminar 99,99 % da microbiota de Clostridium sp. responsavel pela producdo de acido
butirico no queijo. Segundo Furtado (2007) concentracfes de 0,5 a 1,0 mg/g de acido butirico sdo
necessarias para causar sabor e odor desagradaveis nos queijos. Os teores de &cido butirico na fase
aquosa foram semelhantes a Bouton et al. (2009), Beuvier et al. (1997). Nao foi observado
diferengcas (P>0,05) entre os teores de acido butirico presentes nos queijos com aqueles
encontrados na fase aquosa.

Os teores de acido acético nos queijos (Figura 24) e na fase aquosa (Figura 25) ndo
diferiram entre os tratamentos. Seus resultados foram semelhantes aquele mencionado por Beuvier
(1997), que analisou a concentracdo deste acido em queijos Tipo Suico fabricado com leite
pasteurizado e microfiltrado. Os teores de acido acético foram maiores na fase aquosa, diferindo
(P<0,05) dagueles encontrados nas andlises realizadas no queijo. Os teores de acido acético foram
maiores na fase aquosa, diferindo (P<0,05) daqueles encontrados nas analises realizadas no queijo.

De acordo com o grafico (Figura 26) e (Figura 27) observa-se que a diminui¢do dos teores
de acido latico dos queijos e da fase aquosa diferiram (P<0,05) durante periodo de maturacdo. N&o
foi observado diferenca (P>0,05) entre os tratamentos quanto ao teor de &cido latico. O acido
latico na forma de lactato é fermentado pelas bactérias propiénicas em acido propibnico e acido
acetico dando sabor e aroma tipicos do queijo com olhaduras. Segundo McSweeney e Fox (2004),
a lactose que permanece ndo fermentada pelas bactérias starter € metabolizada pelas bactérias ndo
starter (NSLAB) o que pode ser observado pelo aumento dos teores de acido latico a partir do
décimo quinto dia de maturagdo para os tratamentos adicionados de NSLAB comparados com
aqueles sem adicdo. A concentracdo de acido latico foi mais elevada nas analises realizadas na
fase aquosa diferindo (P<0,05) da concentracao deste acido nas analises realizadas no queijo.

Os teores de acido propionico nos queijos (Figura 28) e na fase aquosa (Figura 29) ndo
diferiram (P<0,05) entres os quatro tratamentos. Estes resultados estdo de acordo com Bouton

(2009) que estudou o efeito da adicdo de Lactobacillus e Enterococcus em queijo Emmental
(0]V)



fabricado com leite microfiltrado. Foi observado que houve uma menor concentracdo de acido

propi6nico nos queijos maturados com adicao de cultura NSLAB, este fato é explicado por Lynch

et al. (1996) que relatam que Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus

plantarum podem inibir bactérias propiénicas em queijos. Os teores de acido propiénico foram

maiores na fase aquosa, diferindo (P<0,05) daqueles encontrados nas andlises realizadas no queijo.
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Na Figura 30 observa-se 0 cromatograma com resultados do &cido latico, acético,

propibnico e butirico analisados.
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Figura 30 - Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC) de &cidos organicos da
amostra de queijo do tratamento MC com 2 dias de maturagdo - terceira repeti¢do. (1)

acido latico (2) acido acético (3) acido propidnico (4) acido butirico.

Teor de cinzas

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos analisados com relacdo ao teor de
cinzas. O teor de cinzas da fase aquosa (Tabela 6) foi similar aos resultados obtidos por Salvat-
Brunaud et al., (1995).

Tabela 6- Teor de cinzas da fase aquosa com dois dias de fabricagdo dos queijos

FA-P FA-PC FA-M FA-MC

Cinzas 4,26(x0,92) 4,27(x0,41) 4,35(20,05)° 4,34(20,19)7

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na linha, para cada variavel, ndo difere entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
Trés repeticBes realizadas em duplicata.
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4.4. Analises microbioldgicas do leite

De acordo com os resultados (Tabela 7), tanto o processo de tratamento térmico quanto o
processo de microfiltracdo do leite em membrana de poro de 1,4 um foram eficientes para
eliminacdo dos micro-organismos deterioradores e patogénicos do leite. No entanto, pode-se
observar que apenas a microfiltracdo foi capaz de eliminar a presenca de esporos do leite, como 0s
Clostridium sp, causadores de estufamento tardio em queijos duros e semi duros. Segundo
Furtado, (2007), acima de 200 esporos por litro de leite ja é suficiente para causar estufamento
tardio em queijos.

Tabela 7 — Contagem de mesofilos aerdbicos e anaerdbicos, Coliformes totais, Escherichia coli,
S.aureus e esporos de Clostridium sp. das amostras de leite utilizado na fabricagéo do queijo com
olhaduras (UFC/mL)

Amostras/ Anélises | Contagem de Coliformes E. coli S. Clostridium
mesofilos 30 °C aureus sp.
aerObicos e
anaerobicos
Leite cru 4,1x 10’ 2,3x 10° 41x10° |6,8x10°| 19x10°
padronizado
Leite cru desnatado 3,2 x10° 2,8 x 10" 82x10° |[11x10°| 12x10°
Leite pasteurizado 3,3 x 10° Ausente Ausente Ausente | 5,7 x 10°
Leite microfiltrado Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Leite microfiltrado Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
padronizado

Dados de trés repeticOes realizadas em duplicatas

A contagem de mes6filos aerébicos e anaerdbicos do leite cru de 4,1 x 10" UFC/mL esta
acima do permitido pela IN 51, (2002) com limite méximo de 7,5 x 10° UFC/mL. Essa contagem
reflete a ma qualidade do leite de alguns produtores da Regido da Zona da Mata Mineira, que
precisam se adequar 0 mais rapido as exigéncias da legislacdo vigente. Essa alta contagem
microbiana pode afetar diretamente a qualidade do queijo, pela producdo de enzimas, proteoliticas
resistentes ao processo de pasteurizacdo, que sdo capazes de passar pela membrana de
microfiltracdo. Como pode ser observado, apesar da alta contagem, tanto o processo de
pasteurizacdo e microfiltracdo foram eficientes na diminuicdo desses micro-organismos para uma

contagem dentro dos padrdes exigidos pela legislagéo.
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Na Tabela 8, estdo apresentados os resultados das andlises microbioldgicas realizadas no
creme utilizado na fabricacdo dos queijos com olhaduras. Pode-se observar que a esterilizagdo em
autoclave por 15 minutos foi eficiente na eliminacéo total dos micro-organismos e esporos.

Tabela 8- Contagem de mesofilos aerobicos e anaerdbicos, Coliformes 30 °C, Escherichia coli, S.
aureus e Clostridium sp. nas amostras de creme utilizada na fabrica¢do dos queijos com olhaduras

fabricado com leite microfiltrado (UFC/mL)

Contagem de
Amostras/ mesofilos Coliformes 30 . Clostridium
- L o E. coli S. aureus
Analises aerobicos e C sp.
anaerodbicos
Creme cru 1,1 x 108 48x10° 3,3x10° 36x10° | 12x10°
Creme estéril Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

Dados de trés repeticOes realizadas em duplicatas

4.5. Analises microbiolégicas no queijo

Na Tabela 9 pode-se observar os resultados das anélises microbiolégicas realizados nas
amostras de queijo apds 2 dias de fabricacdo. Os resultados de coliformes 30 °C, Escherichia coli,
S. aureus, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes encontraram-se dentro dos padrbes
microbioldgicos estabelecidos pela legislacdo federal (BRASIL, 1996). Quanto aos resultados de
esporos de Clostridium sp. nos queijos fabricados com leite microfiltrado houve diminuigédo
significativa (P<0,05) da presenca de esporos.

Tabela 9 - Coliformes 30 °C, Escherichia coli, S. aureus, Salmonella sp., Listeria monocytogenes

e esporos nas amostras de queijo com olhaduras (UFC/g)

Amostras | Coliformes | E.coli | S.aureus | Salmonella Listeria Esporos
30 °C sp. monocytogenes

P 48 x 10" <10 <10 Ausente* Ausente* 1,3x 10°

PC 1x 10 <10 <10 Ausente* Ausente* 2,7 x 10°

M 15 x 10" <10 <10 Ausente* Ausente* 2,0 x 10°

MC 38 x 10" <10 <10 Ausente* Ausente* 1,0 x 10°

Dados de trés repeticdes realizadas em duplicatas

*Auséncia em 25g de queijo

P: queijo produzido com leite pasteurizado; PC: queijo produzido com leite pasteurizado adicionado de cultura; M:
queijo produzido com leite microfiltrado; MC: queijo produzido com leite microfiltrado adicionado de cultura.
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Nos queijos fabricados com leite pasteurizado com e sem adi¢do de NSLAB a quantidade
de esporos provocou estufamento tardio como indicado na Figura 31 (P e PC). J& nos queijos
fabricados com leite microfiltrado com e sem adicdo de NSLAB (Figura 31 M e MC) a quantidade
de esporos nao foi suficiente para provocar problemas de estufamento tardio nos queijos, ou seja,

0 processo de microfiltracdo foi eficiente na eliminagdo dos esporos de Clostridium sp.

Figura 31 — Queijos com 60 dias de maturagdo: (P) Queijo produzido com leite pasteurizado;

(PC) Queijo produzido com leite pasteurizado adicionado de cultura NSLBA; (M) Queijo
produzido com leite microfiltrado; e (MC) Queijo produzido com leite microfiltrado
adicionado de cultura NSLAB.
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4.6. Analise sensorial

Resultados das analises sensoriais de aceitabilidade realizadas quanto ao atributo sabor,

textura e impressao global estdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores médios obtidos durante teste de aceitacdo dos queijos com olhaduras com 60

dias de maturacdo em relacdo ao atributo sabor, textura e impresséo global.

Tratamentos Sabor Textura Impresséo Global
P 7,08 ab 7,66 a 7,36 a
PC 7,18 ab 7,66 a 7,38 a
M 6,98 b 734 b 7,22 a
MC 7,45 a 7,63 ab 7,45a

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

probabilidade pelo teste de Tukey.

P: queijo produzido com leite pasteurizado; PC: queijo produzido com leite pasteurizado adicionado de cultura; M:
queijo

Produzido com leite microfiltrado; MC: queijo produzido com leite microfiltrado adicionado de cultura.

Considerando, o atributo sabor, o tratamento MC obteve maior média (P<0,05) ficando
entre gostei moderadamente e gostei muito, ndo diferindo (P>0,05) dos tratamentos P e PC. O
Tratamento PC, queijo produzido com leite pasteurizado adicionado de NSLAB, obteve a segunda
maior nota nao diferindo (P>0,05) dos tratamentos P e M. Estes valores podem estar relacionados
com a adicdo de cultura NSLAB. Segundo Giraffa (1997) Enterococcus produzem compostos que
atuam no sabor e aroma, como diacetil e acetoina. Bouton et al. (2009) descreveu a importancia
dos Lactobacillus (FHL) no metabolismo de aminoacidos como serina, alanina, leucina e na
formacdo de numerosos compostos responsaveis pelo sabor como acetaldeido, alcoois e ésteres.
De acordo com o mesmo autor os Enterococcus parecem ter um papel limitado na formacéo de
compostos volateis, provavelmente pela baixa presenca ao longo da maturagdo, aproximadamente
10° UFC/g, em comparagdo com Lactobacillus (FHL) que é aproximadamente 10® UFC/g a partir

de trés semanas de maturac&o.
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Considerando o atributo textura, o tratamento P e PC obtiveram maiores notas, ficando
entre gostei moderadamente e gostei muito, diferindo (P<0,05) apenas do tratamento M. Os
tratamentos M e MC néo diferiram entre si (P>0,05), apresentando menores notas.

Considerando o atributo impressdo global, ndo houve diferenca (P>0,05) entre os
tratamentos. As notas obtidas ficaram entre gostei moderadamente e gostei muito na escala

hedonica.
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5. CONCLUSAO

A qualidade do leite produzido no Brasil, de uma maneira geral, ndo permite sua utilizacao
no estado cru para a fabricacdo de queijos duros e semiduros. Primeiramente pela sua qualidade
microbioldgica, expondo os consumidores ao risco de incorrer em doencas veiculadas pelo leite no
seu estado de natural, como acontece nos casos de doencas no rebanho, razdo pela qual a
legislacdo impde restrices a essa pratica. Em segundo plano, pela variedade de micro-
organismos e enzimas indesejaveis que se encontram no leite cru, ocasionando uma série de
defeitos de sabor e textura nos queijos.

Um dos principais defeitos que acometem os queijos de longa maturacdo é a presenca de
bactérias esporuladas produtoras de gas, do género Clostridium, no leite. Mesmo apds 0 processo
de pasteurizacdo esses esporos sao capazes de germinar e causar o estufamento tardio dos queijos.

A principal concluséo deste trabalho foi demonstrar que o processo de microfiltracdo por
membranas permitiu a fabricacdo de um queijo com olhaduras a partir de leite cru, preservando
todas as qualidades fisico-quimicas do leite, mantendo suas caracteristicas originais e eliminando
todo o risco de contaminagdo microbioldgica, uma vez que a membrana foi capaz de separar todos
0S micro-organismos deterioradores e patogénicos do leite, e principalmente, eliminar por
completo a presenca indesejavel dos esporos butiricos, causadores dos defeitos de estufamento dos
queijos duros e semiduros.

A Universidade Federal de Vigosa é pioneira nos trabalhos com tecnologia de membrana
de microfiltracdo de leite no Brasil. Os queijos feitos neste experimento foram os primeiros
elaborados com esta tecnologia no pais e pelos resultados promissores obtidos, poderdo incentivar
as induastrias a utilizar essa tecnologia para a elaboracdo de queijos de longa maturacdo, com
manutencdo de suas caracteristicas originais, reduzindo significativamente os prejuizos causados
pelo emprego do leite pasteurizado, que ndo elimina a presenca das bactérias do género

clostridium.
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Outra significancia desse experimento é que ele ira permitir a abertura de novas linhas de
pesquisas na area, focando no ponto de vista do queijo como um produto seguro do ponto de vista
microbiologico e subsidiando os o6rgdos de controle e inspecdo federais com resultados que

permitiriam a legalizac@o do uso de leite cru microfiltrado na fabricacdo de queijos.
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ANEXO - Modelo de ficha de avaliacdo para os testes de aceitacéo para os atributos sabor,

textura e impresséo global.

Teste de aceitacdo

Nome: Sexo F () M( ) Idade:

Data:

Por favor, avalie a amostra codificada e use a escala abaixo para indicar 0 quanto vocé gostou ou

desgostou da amostra.
Cddigo da Amostra

9. gostei extremamente Sabor

8. gostei muito

7. gostei moderadamente Textura

6. gostei ligeiramente

5. indiferente Impressao Global

4. desgostei ligeiramente

3. desgostei moderadamente
2. desgostei muito

1. desgostei extremamente
Comentérios:
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