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RESUMO

O Queijo de coalho é tradicionalmente produzido de modo artesanal em
pequenas propriedades localizadas nos estados do Nordeste brasileiro a partir
do leite cru sem adicdo de culturas iniciadoras. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar a microbiota do queijo de coalho produzido a partir de leite cru em
5 municipios da bacia leiteira do Estado de Pernambuco, no Nordeste do Brasil
e testar o aquecimento 6hmico enquanto alternativa de pasteurizacao do leite
de vaca a ser utilizado para a producdo do queijo de coalho. Um total de 500
bactérias foi isolado nos municipios estudados, sendo que 370 amostras
(74%), apresentaram caracteristicas de bactérias acido — lacticas (BALS).
Dentre as BALs o Lactococcus lactis apresentou a frequéncia de 78,38% em
relacdo as demais; Enterococcus faecalis (18,92%) e Leuconostoc spp
(2,77%). Foram escolhidas aleatoriamente 38 amostras de BALs identificadas
por provas morfotintoriais e bioquimicas, destas 84,21% foram confirmadas por
sequenciamento do gene 16S rRNA. Entre as bactérias ndo acido laticas o
Bacillus cereus obteve 42,31% de frequéncia das médias observadas nos
municipios estudados. O leite cru, apos ser submetido ao aquecimento 6hmico
apresentou auséncia da fosfatase e presenca da peroxidase, além da
diminuicdo da carga microbiana. A partir dos dados encontrados para 0s
gueijos produzidos pelo leite obtido ap6s aquecimento 6hmico foi constatado
gue 0s mesmos ndo se enquadram na denominagao “média umidade” (de 36,0
a 45,9g9/100g) definida para o queijo de coalho pela Resolugdo n°7 de 28 de
novembro de 2000 do Ministério da Agricultura e do Abastecimento,
caracterizando-se como queijos de alta umidade (entre 46,0 e 54,99/100g, de
acordo com a Portaria n° 146, de 07 de marco de 1996). Houve uma maior
aceitabilidade do queijo produzido a partir do leite 6hmico se comparado com o
gueijo produzido a partir do leite pasteurizado. O conhecimento da microbiota
do queijo de coalho artesanal poderd ser um passo inicial para ser identificado
como produto de indicacdo geografica (IG). Os resultados indicam que o
aquecimento 6hmico podera ser introduzida como processo de pasteurizacao

de leite sem influenciar negativamente a sua gualidade.



ABSTRACT

The curdle Cheese traditionally is produced in artisan way in small
properties located in the States northeast Brazilian from raw milk without
addition of cultures starters. The objective of this work was to characterize
microbiot of the curdle cheese produced from raw milk of the milk basin of the
State of Pernambuco, north-eastern of Brazil and to test alternative the ohmic
heating while of pasteurization of the cow milk to be used for the production of
the curdle cheese. A total of 500 bacteries had been isolated in the 5 studied
cities, being that 370 samples (74%), had presented characteristics of acid
lactic bacteries (BALs). Amongst the BALs the Lactococcus lactis presented the
frequency of 78,38% in relation to excessively; Enterococcus faecalis (18.92%)
and Leuconostoc spp (2.77%). The BALs identified by morphotintorials tests
and biochemists (84.21%) had been confirmed by sequencialting of the gene
16S rRNA. The Bacillus cereus enters the not acid lactic bacter got 42.31% of
frequency of the averages observed in the studied cities. After to be dealt with
by ohmic heating, was observed the absence to fosfatasis and presence to
peroxidasis beyond the reduction the microbial load. From the joined Portary in
the 146 was evidenced that the cheeses if do not adjust the denomination
“average humidity” (of 36,0 45,99/100g) defined for the curdle cheese for the
Resolution in the 7 of 28 of November of 2000 of the Ministry of Agriculture and
the Supplying, characterizing themselves as cheeses of high humidity (between
46,0 and 54,9¢/100g, in accordance with, of 07 of March of 1996). It was a
bigger acceptability of the cheese produced from ohmic if compared milk with
the cheese produced from pasteurized milk. The knowledge of microbiot of the
artisan curdle cheese could be an initial step to be identified as product of
geographic indication (Gl). The results indicate that the ohmic heating could be
introduced in the process of pasteurization of milk without influencing its quality

negative.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura Titulo

1 Fluxograma de producéo do queijo de coalho artesanal fabricado
a partir de leite cru pelos produtores na regido Agreste Meridional
do Estado de Pernambuco.

2 Percentual de Bactérias Acido Laticas — BALs, Identificadas por
provas fenotipicas/bioquimicas e por sequenciamento do
fragmento 16S rRNA nos 05 municipios estudados da Regido
Agreste Meridional — Pernambuco — Brasil.

CAPITULO 2

Figura Titulo

1 Fluxograma de producéo do queijo de coalho artesanal fabricado
a partir de leite cru pelos produtores na regido Agreste Meridional
do Estado de Pernambuco.

2 FreqUéncias das bactérias ndo acido-laticas isoladas no Queijo
de Coalho produzido em 05 municipios da bacia leiteira do
Estado de Pernambuco — Brasil e identificadas por métodos
fenotipicos e bioquimicos.

CAPITULO 3

Figura Titulo

1 Desenho esquematico do sistema utilizado no processo do
aquecimento 6hmico do leite utilizado para a produgdo do queijo
de Coalho.

2 Fluxograma de producéo do queijo de coalho fabricado a partir

de leite pasteurizado e tratado por agquecimento dhmico.

Péagina

64

66

Pagina

79

81

Pagina

94

95



Comparagao do rendimento entre os queijos de Coalho, obtidos a
partir de leite cru, pasteurizado e tratados por aquecimento
6hmico, apos sua fabricagéo.

Comparacdo entre os parametros de textura dos queijos de
coalho obtidos a partir de leite cru (C), pasteurizado (P) e tratado
por aquecimento 6hmico (H), no produto final (matéria imida) -
apos 7 dias de armazenamento a 5+1°C.

Percentual de aceitabilidade dos queijos de Coalho obtidos a
partir de leite cru, pasteurizado e por aguecimento 6hmico, apés

7 dias de armazenamento a 5+1°C.

102

107

109

10



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela Titulo

1 Bactérias acido laticas isoladas das amostras de queijo de
Coalho produzidos nos 05 municipios da Regido Agreste
Meridional — Pernambuco — Brasil identificados por provas
bioquimicas e confirmacéo por sequenciamento 16S r RNA

CAPITULO 2

Tabela Titulo

1 Bactérias nao acido laticas isoladas das amostras de queijo
de Coalho produzidos nos 05 municipios da Regido Agreste
Meridional — Pernambuco — Brasil identificados por provas
bioquimicas e confirmacéo por sequenciamento 16S r RNA

CAPITULO 3

Tabela Titulo

1 Acompanhamento da variacdo elétrica do aquecedor
6hmico (AOH) durante o tratamento do leite de vaca cru
integral durante 15 segundos.

2 Resultados das andlises fisico-quimicas e microbiologicas
nas amostras de leite cru, pasteurizado e tratado por
aquecimento 6hmico.

3 Valores obtidos de proteina e cinza dos queijos produzidos a

partir do leite cru, pasteurizado e tratado por aquecimento

6hmico. Valores sdo médias das 4 amostras.

11

Pagina

67

Pagina

84

Pagina

98

100

103



Valores obtidos de umidade e sinérese dos queijos de
Coalho produzidos a partir do leite cru, pasteurizado e
tratado por aquecimento 6hmico. Valores sdo médias das 4

amostras

Valores para Acidez Livre titulavel e pH dos queijos de
Coalho produzidos a partir do leite cru, pasteurizado e
tratado por aquecimento 6hmico. Valores sdo médias de 4
amostras.

Perfil de textura instrumental dos queijos de Coalho obtidos a
partir de leite cru, pasteurizado e tratato por aquecimento
O6hmico, no produto final (matéria Umida) apos 7 dias de

armazenamento a 5+1°C. Valores sdo médias das 4 amostras.

104

105

106

12



13

Sumaério
1 11V P 7
AB ST R A CT e e 9
LISTADE FIGURAS . ...t e e e e e e e e e e e e eee 9
LISTADE TABELAS ...t e e e e e e 11
1. INTRODUGAOQ ...ttt 166
2. REVISAO DE LITERATURA ...t 19
2.1. Queijo de COaIN0 .......cciiiiiii 19
2.2. Bactérias ACIHO-LALICAS .......cevvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 20
P2 N I - o (0o Yol ox U 1S 243
2.2.2 ENTEIOCOCCUS. ...ttt ettt ettt ettt e et e e e et e e e eaa e e e eaaanns 263
2.2.3 LEUCONOSEOC ......coviiiiiiiii i 25
2.3. Bactérias NA0 ACIAO-LALICAS .......uuvuuiiiiieeiiiiiiiiiie e ee e e e e eeeeaeens 24
2.3.1 BACIIUS CEIBUS ....uuiiieeeieeeeeieie et e e e e e e s 24
p B 1 (=4 - PSS 26
2.3.3 StreptOCOCCUS DOVIS .. .coeeeiiiiiie e e e 29
2.3.4 StaphylOCOCCUS QUIEUS .......vuuiieeeeeeeeeiiiie e e e e e e e e 30
2.3.5 Staphylococcus epidermidiS.........ccovvvuiiiiiiniieeee e 31
2.3.6 StaphylocoCCUS SAlIVArIUS ......coiieeieiieeiiice e 31
2.3.7 KIEDSIEIA SP. ceevveeiiii e 32
2.4. Tratamento do leite para fabricacdo de Queijo de Coalho..................... 32
2.4.1 ConStitUICA0 dO lEITE ....coeveeiiice e 33
2.4.2 Efeito da pasteurizacdo sobre o leite ..........ccovvvveviiiiiiiee e, 36
2.5. Aquecimento ONMICO..........cuuuiiii i 39
. OBUIETIVOS ...ttt 41
T @ ] o] 1= 11V o T - | P 41
3.2 Objetivos ESPECITICOS. ......ccovveiiiiiiii e 41
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c.covieiieceeece e 42
CAPITULO 1 oottt ene e 59

DIVERSIDADE DA POPULACAO DE BACTERIAS ACIDO-LATICAS EM
QUEIJO DE COALHO ARTESANAL PRODUZIDO COM LEITE BOVINO NO
NORDESTE DO BRASIL

......................................................................................................................... 59
RESUMO . ... s 600
I [ 11 {00 [ To%= Lo J OSSP 611
2. MateriaisS € METOUOS.........oiii i 622
2.1 Amostras de Queijo de Coalno.........ccooeviiiiiiiiiiiii e, 622

2.2 Isolamento das bactérias ..........cccoooeiiiiiiiiiiiiii e 633

PG T =Y a1 ] 1] o T=To =T o [P 644

2.4 ldentificacdo por sequenciamento do gene 16SrRNA.........cccccvennnnn. 64



14

B RESUIAAOS . ..o e 644
DS CUSSAD .. eneee ettt ettt e 677
B ONCIUSAD ... 69
6.Referéncia Bibliograficas ...........cccoeeiiiiiiiiiiii e 69
CAPITULOD 2 ettt ettt e e et e e e e e 733

AVALIAGAO DAS PRATICAS DE FABRICAGAO DO QUEIJO DE COALHO
ARTESANAL PRODUZIDO NA REGIAO AGRESTE DO ESTADO DE
PERNAMBUCO UTILIZANDO COMO PARAMETRO O INDICE BACTERIANO

NAO ACIDO-LATICO ....voiiiiiiieieiee ettt 733
1 11V 744
1. INErOAUGED ... 755
2. MateriaiS € METOUOS. .. ..uuuii i i e e e e e e e e e e e eeeeennes 777
2.1 Amostras de queijo de CoalNo ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiie 777
2.2 Isolamento das DaCterias ..........ccevvvieiiiiieiiiiie e 788
2.3 Identificagcdo por métodos fenotipicos e bioquimicos...................... 7979
2.4 Identificacdo por sequenciamento do gene 16S rRNA................... 7979
3. ResUultad0s € DISCUSSAO .......cuuuuiiiieeeiiiiiiiiiiis e e e eeeeeeeeiinss e e e e e eeeeeennnas 800
AL CONCIUSAD ...ttt 844
5. Referéncias BibliografiCas .........cccooviiieiiiiiiiiiii e 855
CAPITULO 3 ittt ettt 889
EFEITO DO AQUECIMENTO OHMICO NAS CARACTERISTICAS FISICO-
QUIMICAS E SENSORIAIS DO QUEIJO DE COALHO DO BRASIL........... 8989
RESUMO . ... 900
R [ 011 o To [ [>T OSSP 911
2. MateriaiS € METOUOS. .......cuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt eeeeeeees 922
2 T T 922
2.2 PASIEUIMZAGAD.......uuueii i e e ei et e et s e e e e e e e e s e e e e e e eeeannne 922
2.3 Aquecimento ONMICO..........coovuiiiiii e 933
2.4 Eficiéncia da pasteurizacéo do leite por métodos Ohmico e
CONVENCIONA ...t s 933
2.5 Producéo do Queijo de Coalho ........cccoovviiiiiiiiiiiiieeecee e, 944
2.6 Avaliacdo do rendimento dO ProCESSO .......uuvevieeeeirreeiriiiieeeeeeeeeeennnns 955
2.7 Determinacao da composicdo centesimal dos queijos..................... 955
2.8 Andlises fisico-quimicas nos queijos de Coalho obtidos com leite cru e
pasteurizado por método convencional e por aquecimento 6hmico........ 955
2.9 Grau de SINEIESE .......uuuuuuuiiuiiiiiiiiiiiiitiirrieraenraeerre e 966
2.10 Perfil de textura instrumental dos queijos de Coalho ...................... 966
2.11 Andlise sensorial do queijo de coalhno ............cccooviiiiiiiiiiiieeeeeee, 966
3. ReSUItAd0S € DISCUSSA0 ....uuvvvvvrrirriiriiiiiiiiiiiiiiiiininnnnnnnnnnennnnnnnnennnnennnnnnnne 976
3.1 Pasteurizacdo por aquecimento 6hmico do Leite............cccccecnnnnnne 977

3.2 Percentuais dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do leite
cru, pasteurizado e por aquecimento 6hmICO...........ccccceeeiieeiiiiiiiiinnnnnn.. 988



15

3.3 Avaliagéo do rendimento do processo e determinagdao da composi¢cao
centesimal dos queijos produzidos com leite submetidos a diferentes tipos

0 PASTEUIMZAGAD ... 1000
3.4 Determinagao do perfil de textura instrumental dos queijos............ 1044
3.5 Teste de Aceitabilidade ...........ccoooiiiii s 1077
S o]  [ox 1115 o S 1088

5. Referéncias BibliografiCas ............ueveiiiieiiiiiiiiiiiiee e 1100



16

1. INTRODUCAO

Em Pernambuco, o Queijo de Coalho é um produto artesanal produzido
desde a época da colonizagdo. Foram encontrados relatos desta producao
desde o ano de 1581, nos documentos oficiais dos cartorios das cidades mais
distantes da capital, pessoas simples que desde a infancia acompanhavam a
producdo deste produto que para 0s pernambucanos e nordestinos
representam a propria identidade (ANDRADE, 2009).

Existe desde o ano de 2000 no Estado de Pernambuco, uma
preocupacao em preservar o patrimonio histérico que é o Queijo de Coalho, a
partir da conscientizacdo da importancia do produto para a agricultura familiar,
sendo considerado um pilar de sustentacdo forte da economia do Estado
(ANDRADE, 2009).

E um produto obtido originalmente com leite cru, que segue uma
tradicdo familiar historica que ao longo do tempo foi sofrendo algumas
modificacdes devido as exigéncias da seguranca alimentar (ANDRADE, 2009).

A qualidade dos queijos produzidos com leite cru depende da
composicao fisico-quimica do leite e de sua microbiota endégena, além do
ambiente onde ele é produzido. Todos esses fatores contribuem para a
gualidade do produto final, e para as caracteristicas inigualaveis de cada
queijo, conhecidas genericamente como “terroir” (CASALTA et al., 2009).

Os queijos feitos com leite cru apresentam aroma e sabor mais intensos
do que os produzidos com leite pasteurizado, devido as bactérias acido-lacticas
ndo iniciadoras originarias do leite cru, responsaveis pela sua diferenciacéo.
Assim a biodiversidade destas, na producdo dos queijos, é considerada como
um fator fundamental para o aspecto e qualidade dos produtos artesanais
(FRANCIOSI, et al., 2009).

Existem mais de 1000 tipos de queijos produzidos de forma artesanal e
em escala industrial em todo o0 mundo. A microbiota associada contribui para a

biopreservacédo e o desenvolvimento das qualidades organolépticas do produto.
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Essa diversidade microbiana existente forma um ecossistema bastante efetivo
para o controle da qualidade e seguranca dos queijos (IRLINGER E MOUNIER,
2009).

Diversos grupos microbianos compdem esse ecossistema natural, que é
responsavel pela diversidade aromatica caracteristica do produto artesanal
(CASALTA et al., 2009). Na formacdo do aroma e sabor dos queijos estéo
envolvidos basicamente quatro caminhos metabdlicos; sédo eles: glicdlise,
utilizacdo do citrato, protedlise e lipdlise. A producdo dos componentes do
aroma e sabor requer enzimas especificas de cada espécie responsavel pela
degradacdo do leite, assim como a complementacdo dos caminhos
metabdlicos entre as espécies, que podem levar ao aumento na qualidade e na
variedade deles (IRLINGER E MOUNIER, 2009).

Além do aspecto tecnolégico dessas bactérias, nos ultimos anos
grandes esforcos tém sido realizados para utilizar as vantagens de atividades
antagonistas dos microrganismos nos queijos. Culturas de bactérias lacticas
estdo sendo usadas para prevenir e controlar microrganismos patogénicos tais
como, a Listeria monocytogenes e microrganismos que causam deterioracao
nos alimentos (IRLINGER E MOUNIER, 2009).

O uso de calor para conservar alimentos tem por objetivo a reducao da
carga microbiana e a desnaturacdo de enzimas. Varios tipos de tratamento
térmico podem ser aplicados, a depender da termossensibilidade do alimento e
da sua suscetibilidade a deterioracdo, bem como da estabilidade requerida do
produto final. Um tratamento térmico seguro deve ser selecionado com base no
binbmio tempo-temperatura requerido para inativar 0S microrganismos
patogénicos e deterioradores mais termorresistentes em um dado alimento e
da embalagem (AZEREDO, 2004).

Uma forma de eliminar microrganismos patogénicos no leite e
consequentemente nos seus derivados através da utilizacdo do calor € a
pasteurizacdo. Existem varios tipos de pasteurizacdo consoante o tempo e a
temperatura utilizada: pasteurizacdo lenta, também conhecida como
prolongada, que se realiza através de equipamento de parede dupla, (30

minutos a 62-63 ° C); e pasteurizacdo rapida, que se realiza por intermédio de
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permutadores de placas, (15 segundos a 71-74 °C) (PEREIRA et al., 2007;
INFOPEDIA, 2010).

A pasteurizagdo deve ser realizada através da minimizagdo do efeito
sobre a composicao e caracteristicas organolépticas do leite cru (ALBERT et al.
, 2009).

O aquecimento 6hmico é considerado uma alternativa promissora de
processamento asséptico de alimentos, onde o calor € gerado pela passagem
de uma corrente elétrica alternada através do alimento, que em sua maioria
contém espécies de eletrdlitos, como sais e acidos(PAIN et al.1995).Trata-se
de uma tecnologia emergente para a pasteurizacdo do leite, pois permite
aquecer rapidamente e uniformemente os alimentos, podendo ser considerada
um processo HTST (High Temperature Short Time) com vistas a producao de
derivados lacteos (PEREIRA et al. 2007) dentre estes o queijo de coalho.

Desta forma neste trabalho objetivou-se caracterizar a microbiota
bacteriana lactica e ndo lactica do queijo de coalho produzido a partir de leite
bovino cru da bacia leiteira do Estado de Pernambuco, no Nordeste do Brasil e
testar o aquecimento 6hmico enquanto alternativa de pasteurizacéo do leite a

ser utilizado para a producéo do queijo de coalho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Queijo de Coalho

Entende-se por queijo de coalho, o queijo que se obtém por coagulacéo
do leite por meio do coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo pela acdo de bactérias laticas selecionadas e
comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricacdo, € um queijo
de média a alta umidade, apresentando um teor de gordura nos solidos totais
variando entre 35,0% e 60,0% (BRASIL,2001).

O queijo Coalho é fabricado com massa crua, semicozida e tra-
dicionalmente consumido fresco. E produzido ha mais de 150 anos, em varios
Estados da Regido Nordeste do Brasil a partir de leite de vaca cru e/ou leite
pasteurizado que, além de destruir os microrganismos patogénicos, reduz
também o nimero de Bactérias Acido Laticas (BALs), presentes no leite e
responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do queijo (GRAPPIN e BEUVIER,
1997).

Antigamente utilizava-se para coagulacao do leite o coalho do estdmago
seco e salgado de animais silvestres ou bezerros. Atualmente esta pratica foi
substituida pelo uso de coalho industrial (GONDIM 1995; LIMA,1996).

No Nordeste do Brasil, a maior parte da producédo de queijo de coalho é
obtida em pequenas e médias queijarias, as quais movimentam, mensalmente,
algo em torno de 10 milhGes de reais, 0 que sinaliza essa atividade como
importante para o ambito social e econémico da regido (PERRY, 2004).

Apesar de sua importancia econdbmica e grande popularidade, a
fabricacdo de queijo de coalho ndo conta com tecnologia apropriada para a
melhoria de sua qualidade. E necessario que o processo tradicional,
geralmente artesanal e a partir de leite cru, acompanhe a evolucdo das
técnicas queijeiras mediante modifica¢des ja utilizadas na tecnologia de outros
gueijos nacionais (FREITAS FILHO et al., 2009)



20

Os queijos artesanais sédo regulados tecnicamente através da Instrucdo
Normativa Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento n°. 30, de 26 de
junho de 2006, que institui os padrbes de identidade e qualidade a estes
produtos, inclusive no que concerne importancia da qualidade da matéria-prima
(BRASIL,2001).

Furtado (2005) relata que a qualidade da matéria-prima, as condi¢cdes de
processamento e 0 processo de maturacdo dos queijos sdo imprescindiveis
para a obtencdo de produtos de qualidade e para a protecdo da salde do
consumidor.

De acordo com Escobar e colaboradores (2001), o queijo de coalho ndo
possui padronizacdo do seu processo de elaboracdo, sendo comum a
utilizacao de leite cru apresentando grande quantidade de microrganismos. Isto
resulta em deterioracéo e reducéo da vida util do produto, e ndo padronizacao
das caracteristicas organolépticas.

O leite cru também representa uma importante fonte de transmissdo das
enfermidades de origem alimentar, pois pode carrear varios patdgenos
(CHAMBERS, 2002).

Em 2005 cerca de 50% de toda a producéo leiteira no Brasil ndo passou
por nenhum tipo de inspecao (IBGE, 2008) e teve como provavel destino o
comeércio informal. O risco torna-se maior devido a usual producao de diversos
tipos de derivados com leite cru, como queijos, conservando 0s eventuais
patégenos presentes na matéria prima.

De modo geral o leite produzido na Regido Nordeste do Brasil € obtido
em condicdes higiénico-sanitarias deficientes, predominando altas contagens
de microrganismos aerdébios mesofilos, psicrotroficos, coliformes e presenca de
patégenos (MATSUBARA,2009).

2.2. Bactérias Acido-Laticas

Algumas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de caracterizar a

microbiota latica de queijos produzidos a partir de leite cru no Brasil, Argentina
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e Inglaterra. O conhecimento desta microbiota latica pode auxiliar no
desenvolvimento de processos que melhorem a qualidade de cada tipo de
queijo (CARVALHO, 2007; MEDINA et al., 2001; LOPEZ-DIAZ et al., 2000).

A microbiota lactica é constituida por um grupo heterogéneo de
bactérias, com diferentes necessidades fisiologicas, que inclui espécies
pertencentes a varios géneros, entre 0os quais, Enterococcus, Lactococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Weissella e Lactobacillus. Esses géneros
bacterianos tém em comum serem Gram positivas, catalase negativas, néo
esporuladas, anaerdbias facultativas, adaptadas a ambientes ricos em
nutrientes e produzirem acido lactico como principal produto da fermentacao
dos carboidratos (POTES e MARINHO, 2007), além de grande numero de
enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, que transformam os nutrientes
fundamentais do leite e do queijo em compostos com propriedades sensoriais
desejaveis (VILJOEN, 2001).

As bactérias acido lacticas utilizam preferencialmente, a lactose como
fonte de carbono, tendo como produtos de seu metabolismo diversas
substancias antimicrobianas como: acidos organicos, peroxido de hidrogénio,
dioxido de carbono, diacetil, acetaldeido e bacteriocinas, que atuam
favoravelmente no produto alimenticio (NAIDU e CLEMENS, 2000).

Segundo Fox e colaboradores (2000), as bactérias acido laticas
possuem grande importancia na producédo de queijos. Seu papel principal é a
producédo de acido latico, que por sua vez tem funcdo de melhorar a atividade
do coagulante, auxiliar na expulsdo do soro da coalhada, reduzindo entdo o
contetudo de umidade dos queijos, e promover a prevencdo do crescimento de
bactérias indesejaveis (deteriorantes e patogénicas). A producdo do acido
latico ocorre através da metabolizacdo do principal agcucar do leite, a lactose, e
€ essencial para preservacao do queijo (NAIDU e CLEMENS, 2000; ROSS et
al., 2000; ALEXANDRE et al., 2002).

Além disto, as BALs também podem produzir acidos organicos peréxido
de hidrogénio, gas carbénico, diacetil, acetaldeido e bacteriocinas, que atuam
favoravelmente no alimento (NAIDU e CLEMENS, 2000).
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2.2.1 Lactococcus

Os Lactococcus sdo geralmente predominantes em queijos que néo
sofrem cozimento da massa, sendo o0s microrganismos mesofilicos mais
usados para a producédo de acido nas fermentacdes laticas, pois sdo capazes
de converter rapidamente a lactose em &cido latico. Crescem a 10°C, em pH
6timo de 6,0-6,5, mas ndo a 45°C. Em temperatura ambiente de 20-30°C, os
lactococos levam de 10-20 h para fermentar o leite cru. O nimero aproximado
de células viaveis necessérias para a coagulacdo do leite é de 10® ml, Teuber
(2000), Kilijn, Weerkamp e De Vos (1995) isolaram Lactococos de diferentes
fontes ambientais como solo e agua de efluentes, indicando que estes

microrganismos podem sobreviver fora do ambiente de laticinios.

Das 5 espécies de Lactococcus conhecidas, somente uma, o Lactococcus
lactis, é significante na fermentacdo dos produtos lacteos com producédo de
diacetil e acetoina. Apresenta significante contribuicdo no desenvolvimento de
aroma e sabor de queijos pouco ou nao curados (FOX et al., 2000). Os L. lactis
produzem diacetil e acetoina a partir da metabolizacdo do citrato, e sao
responsaveis pelo sabor e aroma tipicos de manteiga nos queijos (HASSAN e
FRANK, 2001).

Das subespécies de Lactococcus lactis as mais importantes sao
Lactococcus lactis subsp. lactis e cremoris — esta Ultima, confere melhor sabor
ao queijo (FOX et al., 2000).

2.2.2 Enterococcus

Os enterococos advém da matéria-prima ou do ambiente nos queijos
artesanais produzidos a partir de leite cru, variando conforme as condi¢des de
higiene do processo e da época do ano (FONTAN et al., 2001; MEDINA et al.,
2001).
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A presenca destes microrganismos em queijos produzidos com leite
pasteurizado ocorre devido a sua capacidade de crescimento em uma ampla
faixa de temperatura (10—-45°C) e a sua resisténcia a altas temperaturas. Desta
forma, os enterococos podem aumentar durante a refrigeracdo do leite e
sobreviver a pasteurizacdo. No entanto, a alta contaminacdo de enterococos
em alguns queijos industrializados a partir de leite pasteurizado, normalmente
resulta de préaticas inadequadas de higiene durante a elaboracdo dos mesmos
(GIRAFFA, 2003).

As espécies do género Enterococcus apresentam geralmente baixa
capacidade de reduzir o pH do leite. Durlu-Ozkaya e colaboradores (2001) e
Sarantinopoulos e colaboradores (2001) relataram que apenas alguns
representantes destas espécies promoveram a reducdo do pH do leite para
5,0-5,2, apos 16—24horas de incubacédo a 37°C, sendo o Enterococcus faecalis
mais eficiente quanto ao poder de acidificacdo que o Enterococcus faecium.

Segundo Lopez-Diaz e colaboradores (2000), os enterococos fazem parte
das BAL da microbiota latica secundaria. Eles sdo encontrados em muitos
gueijos artesanais produzidos no sul da Europa com uma ampla variedade de
espécies deste género, sendo E. faecalis a espécie predominante no queijos
produzidos com leite cru e pasteurizado.

Cogan e colaboradores (1997) encontraram um numero significante de
Enterococcus em queijos como Feta, Kasseri, Manchego, Majonero.

De acordo com Giraffa (2003) o género Enterococcus inclui mais de 20
espécies, sendo Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis as duas
espécies mais frequentes em alimentos. Esta presente no trato gastrointestinal
de mamiferos e também no solo, superficie das aguas e plantas.

Os Enterococcus chegam aos alimentos através de contaminaces
intestinais ou ambientais e multiplicam-se durante a fermentacdo, ocorrendo
em grandes numeros em produtos lacteos (SARANTINOPOULOS et al., 2001).
Estes microrganismos sobrevivem a condigcbes adversas, como pH,
temperaturas e salinidade extremos (CARIDI et al., 2003). Algumas espécies

de Enterococcus podem produzir bacteriocinas, motivo pelo qual elas sao
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aplicadas como fermento latico priméario. Contudo, o seu maior uso ainda é
como fermento adjunto (GIRAFFA, 2003).

2.2.3 Leuconostoc

Junto com o género Lactococcus, 0 género Leuconostoc tém sido isolado
em maior freqiéncia em queijos artesanais fabricados a partir de leite cru
(LIMA et al. 2009). S&do bactérias gram-positivas, pertencentes a familia
Leuconostocaceae, com forma de cocos, que muitas vezes se apresentam em
cadeias. Sao catalase-negativas (0 que as distingue dos estafilococos). Todas
as espeécies deste género sédo heterofermentativas e séo capazes de produzir
dextrana a partir de sacarose, o que ha formacédo de limo (BJORKROTH e
HOLZAPFEL, 2006).

O género Leuconostoc apresenta crescimento o6timo na faixa de
temperatura de 20-30°C. As duas espécies associadas aos produtos lacteos

séo: Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris e lactis (FOX et al., 2000).

Apesar de sua pequena habilidade acidificante e proteolitica, 0 Leuconostoc
spp. € usado nos produtos lacteos, junto aos lactococos, como microrganismo
aromatizante. A producdo de diacetil, gas carbbnico e acetoina a partir do
citrato é responsavel pelas caracteristicas organolépticas, consisténcia, textura
e formacdo de olhaduras em queijos como o Manchego, Danbo, Gouda e
outros (DELLAGLIO; DICKS; TORRIANI, 1995, HASSAN e FRANK, 2001).

2.3. Bactérias ndo Acido-Laticas

2.3.1 Bacillus Cereus

Bacillus cereus sédo bactérias anaerdbias facultativas, Gram-positivas e
gue habitam o solo. Algumas linhagens séo prejudiciais aos seres humanos e
podem causar doencas transmitidas por alimentos (2-5%), causando graves
nauseas, vomitos e diarréia (KOTIRANTA,LOUNATMAA, HAAPASALO, 2000),
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isto ocorre devido a sobrevivéncia dos endosporos bacterianos quando o
alimento estd mal cozido (TURNBULL, 1991). Outras cepas podem ser
benéficas funcionando como probidticos, na alimentacdo de aves, coelhos e
porcos (RYAN e RAY, 2004).

As toxinas produzidas por B. cereus séo classificadas em quatro grupos:
enterotoxinas, hemolisinas (cereolisina e hemolisina II), fosfolipase C
(fosfatidilinositol hidrolase, fosfatidilcolina hidrolase e esfingomielinase) e toxina
emeética (GRANUM, 1994).

As enterotoxinas sao responsaveis pela sindrome diarréica, doenca
provocada pela ingestdo de alimentos contaminados com linhagens de B.
cereus (TAUXE, 2000). No entanto, existem evidéncias suficientes para se
concluir se essa sindrome é causada pela ingestdo da toxina pré-formada no
alimento ou se a toxina & produzida no intestino (BEECHER et al., 1995). O
periodo de incubacdo médio da sindrome diarréica varia de seis a 15 horas
(DROMIGNY et al., 1994).

Por ser o B. cereus um microrganismo formador de esporos €,
continuamente, isolado de alimentos lacteos. A presenca de B. cereus no leite
€ devida tanto a resisténcia do microrganismo ao tratamento térmico, quanto a
contaminacao do alimento apdés o tratamento (VIDAL-MARTINS et al., 2005).

Christiansson e colaboradores (1999) e Vidal-Martins (2005) realizaram
estudos sobre a sobrevivéncia do microrganismo e verificaram que o DNA de
B. cereus, isolados antes e ap0s o processamento térmico do leite,
apresentaram semelhanca genética.

B. cereus é um agente formador de biofilmes, fato que pode facilitar o
aumento da taxa de contaminacdo do leite. Assim, salienta-se que tanto a
contaminacao anterior ao processamento térmico quanto a que ocorre apos o
tratamento do leite pode levar a presenca desse microrganismo nos diferentes
tipos de leite disponiveis ao consumidor (REZENDE-LAGO, 2007).

N&o existe uma legislacdo especifica em relacdo a enumeracao de B.
cereus presente no leite. No entanto, a legislagéo para o leite UHT estabelece

gue esse produto ndo deve apresentar microrganismos patogénicos e
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causadores de alteracgdes fisicas, quimicas e organolépticas apds permanecer
por sete dias incubado a uma temperatura de 35-37°C (BRASIL, 1996).

Os surtos de intoxicacdo geralmente estdo associados a falhas na
conservacado dos produtos mediante exposicdo a tempos e temperaturas
inadequadas, elevando a multiplicagdo microbiana a niveis significativos (>10°
UFC/g), e favorecendo a producgéao de toxinas (FORSYTHE, 2002 ).

Vidal-Martins e colaboradores (2005) pesquisando a presenca de B.
cereus em leites UHT, encontraram 11,8% de amostras positivas. Barros e
colaboradores (2001) analisaram 72 amostras de leite em po6 integral, em Sao
Paulo, com a finalidade de isolar e quantificar B. cereus e verificaram que
97,2% das amostras analisadas apresentavam-se em condi¢cfes adequadas
para o consumo. No entanto, ap0s a reconstituicAio e armazenamento
inadequado (20°C/24 horas), 91,6% das amostras foram consideradas
potencialmente capazes de provocar toxinfeccao alimentar, devido aos niveis
elevados de B. cereus.

Rangasamy, lyer, Roginski (1993), ao analisarem 91 amostras de leite e
produtos lacteos coletados de diferentes lugares em Victoria (Australia),
encontraram B. cereus em leites cru, pasteurizado e em po, iogurte, queijo e

sorvete.

2.3.2 Listeria

O género Listeria tolera altas concentracdes de cloreto de sodio (10-12
%), sobrevivendo a 25,5 % de NaCl (DONELLY, 2001). Os microrganismos
desse género sao pequenos bastonetes Gram-positivos, ndo formam esporos e
capsula, anaerdbios facultativos, moveis, devido a presenca de flagelos
peritriquios, e, em meio sélido, a 20-25 °C apresentam mobilidade tipica de
guarda-chuva (BILLE ; ROCOURT, 2003). Crescem numa faixa de temperatura
entre -0,4 a 50 °C (LOU ; YOUSEF, 1999), com crescimento 6timo a 30-37 °C
(BILLE; ROCOURT, 2003). Embora a faixa de pH entre 5,6 a 9,6 é favoreca o
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crescimento  (SWAMINATHAN, 2001), também foi constatado o
desenvolvimento em pH abaixo de 4,0. A atividade de &gua 6tima é >0,97,
porém, a minima varia entre 0,90 - 0,93 (LOU ; YOUSEF, 1999).

De acordo com o Taxonomic outline of the prokaryotes, Bergey's manual
of systematic bacteriology (GARRITY; BELL.; LILBURN, 2004), O género
Listeria encontra-se classificado na classe Bacilli, ordem | Bacillales, familia 1V
Listeriaceae e apresenta seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii e L. grayi.

Borges e colaboradores (2009) citam Listeria monocytogenes como um
importante patégeno de origem alimentar, uma vez que a presenca desse
microrganismo em alimentos pode causar listeriose. A listeriose causa
gastrenterite e, em casos mais graves, ocasiona septicemia, meningite e
meningoencefalite. Surtos de listeriose, embora relativamente raros, sempre
envolvem mortalidade, sobretudo em grupos de risco bem definidos (idosos,
neonatos, gestantes e pessoas imunodeprimidas).

O periodo de incubacao da listeriose varia de horas a semanas, contudo
a dose infectante de L. monocytogenes para causar a doenca ainda nao esta
bem definida. A dose aproximada, relatada de casos, varia de 10° a 10° UFC/g
ou mL (DALTON et al., 1997). Mas ha ainda relatos de surtos com
contaminacdo muito baixa (MEAD et al., 1999). A dose infecciosa, também,
varia em funcéo da viruléncia da cepa e da susceptibilidade do individuo. Os
sintomas mais comuns séo febre, fadiga, mal-estar, podendo haver ou nao
presenca de nausea, vomito, dores e diarréia. Em casos mais graves, ocorre
meningite, meningoencefalite, encefalite e septicemia. Em individuos saudaveis
manifesta-se como gastrenterite caracterizada por febre, vomitos, dor
abdominal e diarréia (DONELLY, 2001).

A ocorréncia de L. monocytogenes em leite e produtos lacteos foi
relatada por Kabuki e colaboradores (2004). Entre os produtos lacteos, os
gueijos sao 0s mais comumente contaminados por essa bactéria,
principalmente, os de alta e média umidade.

As maiores taxas de ocorréncia de L. monocytogenes sao observadas
em queijo macio (PINTADO et al., 2004) e queijos frescos (SILVA et al., 1998).
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Evidencia-se, ainda, que no Brasil, o queijo de coalho e o queijo Minas frescal,
sdo 0s mais estudados com relacdo a contaminacdo por L. monocytogenes
(SILVA et al., 1998).

Em queijo de coalho, a incidéncia de L. monocytogenes apresenta ampla
variacdo (0 a 19 %), tanto para queijos artesanais como para industrializados.
A maior taxa (19 %) de ocorréncia do patdgeno foi observada em queijo
industrializado, armazenado sob refrigeracdo (BRANCO et al., 2003). Ja em
gueijo artesanal, elaborado a partir de leite cru, a prevaléncia dessa bactéria foi
baixa (0 a 2,3 %) (BORGES et al., 2003; BRANCO et al., 2003; BORGES et al.,
2006).

Na industria de laticinios, as principais vias de introducdo desse
patdgeno sao o leite cru, os utensilios e os equipamentos contaminados, o solo
transportado pelas botas e roupas dos trabalhadores, o ar, o sistema de
ventilacdo, a agua empocada e/ou condensada e os carros de transporte, além
da possibilidade da bactéria carreada por operarios ou visitantes doentes.
Algumas cepas de L. monocytogenes podem permanecer no ambiente de
processamento durante meses ou anos (SWAMINATHAN, 2001).

Em Fortaleza, L. monocytogenes foi detectada em leite cru, fresco e
refrigerado, leite pasteurizado (apds 60 horas de estocagem a 4 °C), tanque de
recepcao do leite cru, caixas plasticas de transporte de leite e em drenos e
pisos de uma industria beneficiadora de leite tipo C (FIGUEIREDO, 2000).

Na Bahia, Silva e colaboradores (2003) observaram a ocorréncia de L.
monocytogenes em 1% (2/218) das amostras avaliadas de duas industrias
processadoras de queijo Minas frescal. A bactéria foi detectada no leite cru e
no piso da sala de estocagem de leite, em apenas uma das industrias.

Em Juiz de Fora, Brito e colaboradores (2008) avaliaram uma industria
processadora de queijo Minas frescal e isolaram L. monocytogenes sorotipo
1/2a, de mesmo perfil genético, em queijos, equipamentos e utensilios. Os
autores concluiram que o refrigerador de estocagem era a fonte de
contaminagao dos queijos.

No Brasil, surtos e casos esporadicos de listeriose causados por

alimentos ainda ndo foram descritos, embora a ocorréncia de L.
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monocytogenes tenha sido relatada em varios tipos de alimentos. Embora o
processo de pasteurizacdo adequado assegure a destruicdo de L.
monocytogenes no leite, o patdégeno tem sido detectado em produtos lacteos
( BORGES et al., 2009)

2.3.3 Streptococcus bovis

Os Streptococcus bovis sdo bactérias Gram-positivas, catalase e
oxidase negativas, ndo moveis, ndo esporuladas, que crescem em pares ou
cadeias de cocos (SCHLEGEL et al., 2003). E um membro dos estreptococos
do grupo D, na clasificacdo Lancefield. A maioria das cepas séo alfa, beta ou
gama-hemoliticas, mas algumas também apresentam atividade alfa-hemolitica
em placas de agar sangue ovino. S. bovis é comumente encontrado no trato
digestivo das vacas, ovelhas e outros ruminantes (GHALI, SCOTT, JASSIM,;
2004) e tém sido apontadas como agente causal de endocardites e raros casos

de septicemia e meningite neonatal (RYAN e RAY,2004).

Quando ruminantes consomem dietas ricas em amido ou acucar,
carboidratos facilmente fermentaveis, promovem a proliferacdo de S. bovis no
rimen. S. bovis fermentam estes carboidratos trasnformando-os em &cido
lactico, causando uma diminuicdo no pH ruminal, e posterior desenvolvimento
de reaclGes adversas, como acidose ruminal ou choque de confinamento
(ASANUMA e HINO; 2002).

De acordo com Reale e colaboradores (2007) das 18 espécies isoladas
em um queijo de leite de ovelha e massa filada produzido na Italia, 4 eram S.

bovis.
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Lima e colaboradores (2009), pesquisando a microbiota do queijo Minas
Frescal da Serra do Salitre no Estado de Minas Gerais, isolaram Streptococcus

bovis no “pingo” utilizado como fermento para a produgéo do referido queijo.

2.3.4 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus é uma bactéria em forma de coco que aparece
aos pares no exame microscopico, em cadeias curtas ou em cachos similares
aos da uva ou em grupos; Gram positiva, catalase positiva (capaz de converter
peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio) o que torna o teste de catalase util
para distinguir estafilococos de enterococos e estreptococos. Algumas cepas
produzem uma toxina protéica altamente termo-estavel que causa doenca em
humanos. A toxina é produto da multiplicacdo da bactéria nos alimentos
deixados em temperaturas inadequadas. Uma pequena porcentagem de S.
aureus pode ser diferenciada da maioria dos outros estafilococos pelo teste de
coagulase: S. aureus € principalmente coagulase-positiva, que provoca a
formacédo de coagulos (RYAN ; RAY, 2004; FORSYTHE, 2002; STAMFORD et
al., 2006).

Altos niveis de contaminacdo (10° e 10° UFC/g) por S. aureus tém sido
encontrados em queijo de coalho produzido em varios estados do Nordeste,
como Rio Grande do Norte, Ceara, Paraiba e Pernambuco (FEITOSA et al.,
2003; FLORENTINO ; MARTINS, 1999; MENDES et al., 1999; PAIVA ;
CARDONHA, 1999). Esses niveis sdo preocupantes por ndo se enquadrarem
nos padrdes estabelecidos pelos Ministérios da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento e da Saude, cujo méaximo permitido é 10° UFC/g (BRASIL, 2001
; BRASIL, 1996).

A prevaléncia de S. aureus como agente etiolégico da mastite bovina,

sua ubiquidade na natureza e o baixo nivel socioeconémico dos ordenhadores
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muitas vezes portadores assintomaticos e com hébitos higiénicos né&o-
adequados, sao fatores que favorecem a contaminagédo dos queijos (ADAMS
;MOSS, 2000; GOMES ; GALLO, 1995).

2.3.5 Staphylococcus epidermidis

E bactéria coagulase negativa e catalase positiva, Gram-positiva,
arranjada em cachos e tétrades. E uma espécie comensal da pele e mucosas,
responsavel principalmente por infeccbes hospitalares, através de catéteres,
sondas (material de plastico) e proteses devido sua capacidade de formar
biofiimes. A identificacdo da espécie pode ser feito apds prova de catalase e
coagulase com um antibiograma que evidencie sua sensibilidade a
Novobiocina (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Embora S. epidermidis seja coagulase-negativa, algumas pesquisas tém
demonstrado que essas bactérias podem produzir enterotoxinas (RODRIGUEZ
et al., 1996; VERNOZY-ROZAND et al., 1996) e, portanto, ser considerada um

potencial causador de intoxicacdo alimentar (CARMO et al., 2002).

2.3.6 Staphylococcus salivarius

De acordo com Bergan e Kocur (1982) Staphylococcus salivarius
também conhecido como Stomatococcus mucilaginosus ou Micrococcus
mucilaginosus € uma bactéria Gram-positiva, catalase varidvel, considerado

normal da cavidade oral e respiratério, sendo descrito como um patégeno
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humano, podendo contaminar alimentos a partir da n&do utilizacdo das boas
praticas de fabricacdo pelos manipuladores (ASCHER et al., 1991).

O novo género foi criado devido a composi¢cao incomun de acidos
graxos na parede celular e na producéo variavel da catalase (AL-FIAR et al.,
1995).

2.3.7 Klebsiella sp.

De acordo com Silva, Junqueira, Silveira ( 2001) o género Klebsiella faz
parte do grupo coliforme fecal, este € restrito aos coliformes que vivem
exclusivamente no trato gastrointestinal de humanos e de animais de sangue
quente.

E um género de bactérias bacilares gram-negativas, nao-moveis,
capsuladas, da familia Enterobacteriaceae. Ocorrem em fezes, na agua, no
solo, no trato gastrointestinal, em vegetais e frutas e nos cereais. Provoca
pneumonias, infec¢cdes no trato urinario, infeccdes nos servicos de cuidados
intensivos e infec¢cdes neonatais (GRIMONT, GRIMONT, 2005).

Em um levantamento das condi¢cdes sanitarias relacionadas a producéo
de leite e queijo no municipio de Seropédica- Rio de Janeiro — Brasil,
pesquisadores isolaram Klebsiella spp. atribuindo sua presenca a
contaminacao fecal (ZEGARRA et al., 2009).

2.4. Tratamento do leite para fabricacdo de Queijo de Coalho

No Nordeste predominam queijos fabricados com leite cru sem os
devidos cuidados de higiene, em pequenas propriedades rurais que nao

adotam as Boas Préaticas de Fabricacdo. Assim, os produtos resultantes
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ndo apresentam qualidade e padronizacdo (FREITAS FILHO et al., 2009;
FEITOSA et al., 2003; NASSU et al., 2001).

2.4.1 Constituicao do leite

O leite € composto por: 4gua, glicidios (basicamente lactose), gordura,
proteina (principalmente caseina e albumina), minerais e vitaminas
(GONZALEZ; DURR; FONTANELI, 2001). O leite bovino contém, em média,
4,8% de lactose, 4,0% de gordura, 3,5% de proteinas, 0,7% de sais e 0
restante de agua (MONTEIRO; PIRES; ARAUJO, 2007).

O leite de algumas espécies animais, particularmente a bovina, contém
80% de suas proteinas como caseinas e o restante (20%) sao representadas
pelas proteinas do soro (KRUGER et al., 2003). As principais proteinas do
soro do leite de vaca sdo a a-lactoalbumina e a R-lactoglobulina (GONZALEZ;
DURR; FONTANELI, 2001). Entretanto, estas tém importancia secundaria
para producdo de queijo, uma vez que se mantém solUveis durante o
processo de producdo e se perdem no soro. Uma excecdo € 0 queijo
ricota que é basicamente composto de soroproteinas (PORTO; SANTOS;
MIRANDA, 2005).

As caseinas sao altamente digestiveis no intestino, se configurando
como uma fonte de aminoéacidos de alta qualidade (GONZALEZ; DURR;
FONTANELI, 2001), além de serem o principal componente de formacdo dos
gueijos. Estas podem ser obtidas a partir do leite, principalmente por dois
processos: precipitacdo ao se atingir o pH isoelétrico, mediante adicdo de
acido (pH 4,6, 20°C); e coagulacdo pela acdo de enzimas proteoliticas
encontradas no rumem de bezerros (quimosina e pepsina), como no
processo industrial de obtencdo de queijos (KRUGER et al.,, 2003,
BOBBIO; BOBBIO, 1992). As caseinas sao organizadas em micelas,
particulas de 0,1 a 0,2 mmde diametro (KRUGER et al., 2003).
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Outro componente importante no leite é a lactose, seu principal
glicidio, sendo este um dissacarideo composto pelos monossacarideos D-
glicose e D-galactose, ligados por ponte glicosidica B -1,4. Este
componente aparece essencialmente no leite, tendo importante papel em
sua sintese, muito embora tenha sido identificado em algumas frutas. Ndo é
tdo doce quanto outros dissacarideos, como a sacarose (aguUcar glicose-
glicose), ou os monossacarideos frutose ou glicose (GONZALEZ; DURR;
FONTANELI, 2001).

A importancia tecnoldgica dos carboidratos refere-se, essencialmente,
ao fato de que servirdo como substrato para bactérias laticas, que ao
fermentarem a lactose, vao produzir acido latico e outros metabdlitos de
interesse na fabricacdo de derivados lacteos (por exemplo, o acido latico é
essencial para a producao de iogurte e as proteases e lipases sdo essenciais
para a maturacdo dos queijos, conferindo as caracteristicas peculiares de
cada produto, dependendo da cultura utilizada). Ainda, outros glicidios
podem ser encontrados no leite, porém em concentracfes muito baixas
(GONZALEZ; DURR; FONTANELI, 2001).

O componente lipidico do leite € formado por uma mistura complexa,
sendo os triglicerideos os lipideos mais importantes (98%). Os lipideos tém
menor densidade que a agua, de forma que quando o leite cru €
centrifugado, a gordura se separa resultando numa camada de creme. A
guantidade de globulos de gordura é tanta que eles podem também carregar
algumas proteinas do leite de forma que o creme também contém uma
pequena quantidade de proteina. (GONZALEZ; DURR; FONTANELI, 2001)

A estabilidade da emulsdo pode estar comprometida quando o leite cru
fica sem agitacdo por algum tempo, o que resulta na subida do creme para o
topo. Visando evitar esta separacdo usa-se o processo de homogeneizacao do
leite que consiste em romper os globulos de gordura em tamanhos bem
menores, o suficiente para que nao consigam subir e formar creme sob
condicbes normais de armazenagem. Este evento é importante para o
processamento, armazenamento e consumo do leite, além de influenciar

positivamente 0 rendimento  dos gueijos  fabricados com leite
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homogeneizado, pela reducdo das perdas de gordura no soro, e acelerar o
processo de maturacdo, por gerar uma maior superficie de contato do
glébulo de gordura que ficard mais exposto as lipases responsaveis pela
sua degradacdo(GONZALEZ; DURR; FONTANELI, 2001).

Ainda com relacdo a fabricacdo de queijos, a gordura do leite é
essencial, pois, fica retida em grande parte na malha de caseina,
fazendo parte do produto final. Por se apresentar em glébulos no leite, a
gordura influencia decisivamente na palatabilidade do queijo além de
sofrer, durante a maturacéo, lipdlise, permitindo a liberacdo de acidos graxos
de cadeia mais curta que vao contribuir para o sabor e o flavor do produto.
Também influencia na consisténcia e na textura dos queijos (GONZALEZ;
DURR; FONTANELI, 2001)

Porém, além dos constituintes do leite, € preciso atentar-se para a
gualidade microbiologica da matéria-prima, pois, esta também se configura
como fator de elevada importancia quando se trata de elaboracao de queijos. O
leite ndo se encontra isento de diversos microrganismos apos sua retirada do
Ubere mesmo quando obtidos de animais saudaveis. A contagem e o tipo de
microrganismos é bem variado (10°-10° UFC/ml), podendo ser benéficos ou
maléficos para o homem. Além disso, a atividade microbiana incontrolavel
€ prejudicial tornando o leite inadequado para consumo mesmo com
prevaléncia de uma microbiota benéfica, ha a necessidade de refrigerar o leite
a temperaturas inferiores a 5°C ap0s sua retirada do Ubere (PEREDA, 2005).

O resfriamento ndo é garantia total para a qualidade do leite, pois, “a
deterioracdo do leite € consequUéncia, sobretudo do crescimento de
microrganismos psicrofilos, que produzem lipases e proteases termoestaveis
que nao sao desnaturadas durante a pasteurizagdo”. Essas bactérias tém
temperatura de multiplicacdo entre 0°C e 20°C, sendo assim, necessario o
controle para que a contagem inicial do leite seja a menor possivel
(FORSYTHE, 2002).
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2.4.2 Efeito da pasteurizagéo sobre o leite

A aplicagdo do calor como método de conservacdo necessita de um
rigoroso controle, sob pena de destruir o alimento, ao invés de contribuir para a
sua conservacao (SILVA ; ALMEIDA, 2000).

O tratamento térmico do leite origina a desnaturacdo das proteinas. O
efeito varia dependendo da severidade do aquecimento desde a desnaturagéo
parcial, durante a pasteurizacdo, até a total na esterilizacdo convencional. As
imunoglobulinas s@o as proteinas mais labeis e em ordem crescente de
estabilidade, a albumina sérica, B- lactoglobulina e a-lactoalbumina (VARNAM ;
SUTHERLAND, 1995).

A desnaturagdo das proteinas desempenha um importante papel no
desenvolvimento do aroma de cozido. Este aroma néao é perceptivel no leite
pasteurizado, porém forma parte do sabor caracteristico do leite esterilizado
(VARNAM; SUTHERLAND, 1995).

A desnaturacao é tdo mais importante quanto mais alta a temperatura.
Pode constatar-se que uma pasteurizagao realizada em condi¢des 6timas néo
ocasiona uma desnaturacdo apreciavel. No leite pasteurizado podem ocorrer
maiores perdas por acdo de luz, sendo os aminoacidos mais afetados a
metionina, o triptofano e a tirosina. (VARNAM; SUTHERLAND, 1995).

As caseinas ndo se comportam, frente ao aquecimento, como as
proteinas sollveis. Para poder constatar alguma modificacdo, é necessario o
aquecimento a temperaturas muito elevadas, superiores a 120°C, durante 10
minutos (VEISSEYRE, 1988).

Apés a pasteurizacdo observam-se perdas do aminoacido lisina,
decorrentes da Reacdo de Maillard, na qual grupamentos amina de alguns
aminoacidos unem-se a lactose. A intensidade e a temperatura do tratamento
térmico afetam o valor nutricional do leite. Quanto maior a temperatura utilizada
durante o tratamento térmico, maior a velocidade da Reacdo de Maillard e,
portanto maiores as perdas de lisina. As perdas de lisina podem chegar a 4%

por tratamento UHT direto e por volta de 5,5% pelo UHT indireto. As perdas de
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lisina na pasteurizagao sao de aproximadamente 1 a 2%, podendo ter maiores
perdas por acéo da luz (VARNAM; SUTHERLAND, 1995).

As perdas de lisina na pasteurizagcdo em relagéo aos outros tratamentos
térmicos sdo pequenas. Os componentes da matéria gorda sdo pouco
sensiveis aos tratamentos térmicos moderados. E preciso alcancar
temperaturas muito superiores a 100°C e realizar um aguecimento prolongado
durante varias horas a 70-80°C para detectar uma degradac&o dos glicerideos
que se traduzem pela formacdo de d-lactonas, a partir da hidrolizagdo dos
hidroxiacidos graxos. Pode evidenciar-se a formacdo de metil cetonas a partir
dos acidos B-cetonicos procedentes da hidroélise dos glicerideos (VEISSEYRE,
1988).

Estes produtos ndo sao desejaveis, pois alteram o sabor do leite. As
guantidades presentes no leite pasteurizado sdo pequenas em comparacao
com as que se encontra no leite que foi submetido a tratamentos térmicos mais
severos e no caso das metil-cetonas, as quantidades presentes sdo somente
um pouco superiores as que se encontram no leite ndo aquecido (VARNAM e
SUTHERLAND, 1995; VEISSEYRE, 1988).

As vitaminas lipossoluveis A, D, E e as vitaminas hidrossoltveis biotina,
acido nicotinico, acido pantoténico e riboflavina sao relativamente estaveis ao
calor e ndo se produzem perdas muito significativas das mesmas devido a
pasteurizacdo. Durante a pasteurizacdo perde-se menos de 10% de &cido
félico, tiamina, vitamina B6 e vitamina B12. As perdas mais importantes se
produzem na vitamina C, cujo conteludo total (acido ascérbico e acido
dehidroascérbico) se reduz a 10-25% durante a pasteurizacdo. A perda do
conteldo total de vitamina C se deve quase por completo a instabilidade da
forma oxidada, o acido dehidroascérbico, ao calor. Esta perda pode ser
reduzida, limitando-se a quantidade de oxigénio dissolvido no leite (VARNAM,;
SUTHERLAND, 1995).

Os sais do leite, no que diz respeito ao seu comportamento frente aos
tratamentos térmicos, sdo de dois tipos: 0s que ndo sofrem nenhuma

modificacdo como o sodio, potassio, cloro e enxofre e os que resultam afetados
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pelo aquecimento como calcio, magnésio, citrato e fosfato. O tratamento
modifica os equilibrios dos sais de calcio produzindo uma diminui¢cdo do calcio
soluvel e a precipitacdo do fosfato de calcio. Durante a pasteurizagdo estes
efeitos s6 tém importdncia em circunstancias excepcionais, apesar do papel
gue desempenha o leite como, importante fonte de célcio na dieta (VARNAM;
SUTHERLAND, 1995).

Cerca de 40% a 50% do calcio soluvel aparece na fase coloidal, com
diminuicdo da absorcdo deste pelo organismo, logo este leite ndo deve ser
utilizado como unica fonte de calcio para criancas e mulheres na fase pré-
menopausica (NETO et al., 2002).

A formagédo de lactulose, dissacarideo formado por um residuo de
frutose e um residuo de galactose, aumenta com a temperatura do tratamento
térmico. Isto ndo é desejavel, pois a lactulose nao é hidrolisada pelas enzimas
dos mamiferos, porém pode ser fermentada no intestino grosso produzindo
flatuléncias. Este problema n&o parece importante com as quantidades
presentes no leite pasteurizado (VARNAM; SUTHERLAND, 1995).

O escurecimento do leite durante o aguecimento se deve a reagao entre
o grupo aldeido da lactose e o grupo amino das proteinas (Reacao de Maillard)
e a polimerizacdo (caramelizacdo) das moléculas de lactose. Também é
possivel que a lactose se decomponha por oxidacdo em acidos organicos, 0
gue explicaria em parte 0 aumento de acidez que se produz durante a
esterilizacdo do leite. No meio alcalino, a termodestruicdo da lactose pode dar
lugar a aparicdo de uma cor cinza, mais ou menos escura, que se observa
freqientemente nos processos de cocgao (AMIOT, 1991).

No tratamento de pasteurizacdo varias enzimas do leite sdo inativadas e
as provas da inativacdo enzimatica como o teste da fosfatase alcalina, séo
utilizadas desde muitos anos para comprovar que o leite tem recebido uma
pasteurizacdo adequada (VARNAM; SUTHERLAND, 1995).

As lipases naturais do leite também se inativam, uma vez que a
membrana do glébulo graxo esta muito danificada podendo haver alguma
atividade residual. No entanto, a principal proteinase do leite, plasmina, € muito

resistente a pasteurizagdo. Os plasmindégenos parecem ser menos afetados do
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gue a plasmina ativa e o grau de ativacao dos plasminégenos podem aumentar
depois da pasteurizacdo devido a inativacdo de compostos que normalmente
atuam como inibidores. Portanto, a pasteurizagdo nédo tem um efeito importante
sobre o nivel de atividade proteolitica total, jA que se produz um certo grau de
inativacdo da plasmina e, dependendo do tratamento aplicado, a enzima pode
ser totalmente inativadas (VARNAM; SUTHERLAND, 1995).

O tratamento térmico altera o teor de nutrientes, principalmente o das
vitaminas hidrossollveis e também provoca mudancas nas caracteristicas
sensoriais que variam em ambos 0s casos em fungédo do tempo e temperatura
do tratamento, sendo maiores nos tratamentos mais severos (NETO et al.,
2002).

2.5. Aquecimento 6hmico

O aquecimento O6hmico é considerado uma técnica promissora de
processamento asséptico de alimentos. O calor € gerado pela passagem de
uma corrente alternada através do alimento, que contém espécies de
eletrélitos, como sais e &acidos, que possibilitam a passagem da corrente
elétrica. Assim, o calor gerado passa internamente pelo alimento (PAIN et
al.1995).

Fetterman (1928) desenvolveu um processo de pasteurizacdo de leite
por aquecimento dhmico, que afeta os microrganismos e enzimas presentes
neste alimento. De 1928 a 1938, mais de 200 milhdes de litros de leite foram
pasteurizados nos EUA mediante este processo (MOSES, 1938). Mas o efeito
do campo elétrico nos alimentos, s6 comecou a ser estudado a partir dos anos
60 (BENDICHO et al., 2002).

Além do tipo de camara e pulsos, ha outros parametros que afetam a
eficiéncia do tratamento 6hmico. Os fatores de maior relevancia sao:
caracteristicas elétricas do alimento, intensidade do campo elétrico aplicado,

duracgéo do tratamento, temperatura de tratamento (PETTIT et al., 2002), tipo e
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forma de microorganismo ou enzima (BENDICHO et al., 2002) e pH do meio
(GARCIA et al., 2005). No que se refere a intensidade do campo elétrico, os
limites sdo dados por dois pontos importantes: se ele for muito baixo ndo sera
capaz de inativar os microrganismos, se for muito alto pode causar ruptura
dielétrica no alimento.

Um estudo completo sobre a aplicacdo do aquecimento 6hmico no
processamento térmico de alimentos incluindo modelagem, seguranca,
viabilidade e avaliacdo econbmica, foi apresentado no Simpdsio patrocinado
pelo IFT, citado por Sastry e Kim (1996). Um trabalho realizado por Reznick
(1996) com alimentos fluidos, vem completar esses estudos, onde o autor
mostrou que varios parametros afetam a eficiéncia do processo, tais como
resisténcia elétrica dos produtos e as mudancas de temperatura.

No que se refere a temperatura de tratamento, quanto maior for sua
magnitude, mais efetivo sera o tratamento, porém o objetivo principal do estudo
desta tecnologia tem sido substituir o tratamento térmico. Para o valor de pH a
relacdo é inversa, ou seja, quanto menor for o valor do pH do alimento, mais
efetivo sera o tratamento (GARCIA et al.,2005).

Segundo Pereira e colaboradores (2007) € escassa a bibliografia a
respeito dos efeitos que a pasteurizacdo 6hmica podera ter sobre a qualidade

tecnoldgica do leite.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a Microbiota Latica e Nao Latica do Queijo de Coalho produzido
a partir de leite cru na Regido Agreste Meridional do Estado de
Pernambuco e a utilizagdo do aquecimento Ohmico no Processamento

do leite bovino para a producao de Queijo de Coalho.

3.2 Objetivos Especificos

Identificar a microbiota latica do queijo de coalho produzido a partir de
leite cru através de métodos fenotipicos e bioquimicos e por

sequenciamento do gene 16S rRNA.

Identificar a microbiota ndo latica do queijo de coalho produzido a partir
de leite cru através de métodos fenotipicos e bioquimicos e por

sequenciamento do gene 16S rRNA.

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas do queijo de
coalho produzido a partir do leite de vaca no Estado de S&o Paulo Brasil,
tratado por método convencional de pasteurizacdo e por aguecimento
O6hmico.

Avaliar a aceitabilidade do queijo de coalho produzido a partir do leite de
vaca no Estado de Sao Paulo — Brasil, tratado por método convencional
de pasteurizacdo e por aguecimento 6hmico por um painel ndo treinado

composto por 31 provadores oriundos da regido nordeste do Brasil.
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RESUMO

O Queijo de Coalho é tradicionalmente produzido de modo artesanal em
pequenas propriedades localizadas nos estados do Nordeste Brasileiro a
partir do leite cru sem adicdo de culturas iniciadoras. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar a microbiota 4&cido-lactica do Queijo de Coalho
produzido a partir de leite cru da bacia leiteira do Estado de Pernambuco,
no Nordeste do Brasil, utilizando métodos morfofisioldgicos e
sequenciamento do gene 16S rRNA. Um total de 500 bactérias foram
isoladas nos 5 municipios estudados, sendo que 370 delas (74%),
apresentaram caracteristicas de bactérias acido — lacticas (BALs). Dentre as
BALs o0 Lactococcus lactis apresentou a frequéncia de 78,38%;
Enterococcus faecalis (18,92%) e Leuconostoc spp (2,77%). Foram
escolhidas ao acaso 38 bactérias acido-laticas para identificacdo por
sequenciamento do 16S rRNA, destas 84,21% foram confirmadas como
BALs. A partir dos resultados obtidos podemos concluir que o queijo de
coalho apresenta uma microbiota predominantemente representada por
BALs. O conhecimento da microbiota do queijo de coalho artesanal
produzido em Pernambuco-Brasil podera ser um passo inicial para o

processo para obtencao do titulo de produto com Indicacdo Geografica (1G).

Palavras chave: Queijo de Coalho artesanal, bactéria acido latica,

sequenciamento 16SrRNA, microbiota
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1. Introducéo

O Queijo de Coalho € um produto tradicionalmente produzido em
pequenas propriedades localizadas nos Estados do Nordeste Brasileiro, tais
como Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba. De maneira geral é
produzido com leite de vaca cru sem a adicdo de bactérias iniciadoras,
possuindo um formato retangular e sabor levemente acido, de massa crua ou
levemente cozida a partir do aquecimento da coalhada pela adicdo de soro
aquecido a 80°C. Essas varia¢gbes contribuem para uma grande diversidade na

microbiota do produto (Leite Junior et al., 2000).

Segundo Andrade (2009) para se obter um produto de qualidade ndo ha
necessidade de grandes investimentos em equipamentos, 0 que torna o queijo
de coalho uma boa op¢cdo econdmica para pequenos produtores. Embora
simples, o processo vem sendo a cada dia aperfeicoado com relacdo aos
cuidados com a qualidade do produto. Em algumas fazendas, ha um controle
mais eficiente com relacdo a sanidade do rebanho, controle da acidez,
embalagem e transporte, utilizacdo das Boas Praticas de Fabricacdo — BPFs,

para uma maior seguranca do consumidor.

Muitos produtos lacteos, como queijo, e especialmente os artesanais,
apresentam um complexo ecossistema microbiano, que € responsavel pela
grande diversidade de sabores e texturas a eles associados. O estudo dessa
microbiota representa a possibilidade de uma ampliacdo no conhecimento
existente quanto a contribuicdo na qualidade organoléptica dos produtos, assim

como da genética populacional em estudo (Ogier et al., 2004).

Tradicionalmente, a analise dos microrganismos dominantes em queijos,
tem sido realizada por cultivo, seguida da caracterizacdo e identificacdo por
métodos fenotipicos, bioquimicos e fisioldgicos; entretanto, na ultima década, o
perfil de populacdes microbianas tem sido identificado e caracterizado com
utilizacdo de métodos moleculares que permitem a deteccdo direta do DNA e
RNA dos ecossistemas (Nikolic et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi estudar a microbiota acido-latica do queijo

de coalho elaborado a partir do leite cru produzido em cinco municipios na
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regido Agreste Meridional do Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil,

utilizando métodos morfofisioldgicos e seqlienciamento do gene 16S rRNA.

2. Materiais e Métodos
2.1 Amostras de Queijo de Coalho

As amostras de Queijo de Coalho produzido a partir de massa crua
foram coletadas em laticinios situados nos municipios de Cachoeirinha (CA),
Sao Bento do Una (SBU), Capoeiras (CAP), Buique (ML) e Pesqueira (PESQ),
localizados na regido Agreste, considerada a maior produtora de queijo
artesanal do Estado de Pernambuco.

Foram coletados no local de producédo um total de cinco amostras de
gueijo produzido no més de Janeiro de 2008, com leites crus e processados
tradicionalmente todos obedecendo ao fluxograma apresentado na Figura 1,

sendo uma amostra por fabrica.
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Recepcéao

Adicéo do coalho

Repouso (coagulacédo 45 minutos)

Corte da coalhada

Sinerese

Enformaaem

Salga em superficie por 24 h a temperatura ambiente

Embalagem e resfriamento

Figura 1. Fluxograma de producéo do Queijo de Coalho artesanal fabricado a partir de

leite cru pelos produtores na regido Agreste do Estado de Pernambuco.

As amostras de queijos inteiros com 1 quilo de peso, em embalagens
seladas, previamente refrigerados a 5°C apo6s a sua fabricacdo,foram

transportadas em caixas isotérmicas até o laboratorio para posterior analise.

2.2 Isolamento das bactérias

As amostras de queijo foram pesadas e maceradas na propor¢cédo de 1 g
para 9 mL em uma solucdo de citrato trissédico esterilizado (2% p/v), com o
auxilio de processador de alimentos comercial até obter um homogenato, que
foi centrifugado a 6.297,6 x g. O precipitado (1,5 g) obtido foi macerado e
centrifugado por 3 vezes, em seguida foi usado para o isolamento bacteriano

O precipitado obtido anteriormente foi completamente vertido e inoculado
em 02 tubos contendo LDR 10% (leite desnatado reconstituido a 10%) e

incubado nas temperaturas de 30°C e 37°C por 18 a 24 horas (1 tubo a 30°C e
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outro a 37°C). Apds o crescimento, comprovado por coagulacdo do leite, foi
procedido o plaqueamento e sucessivas purificacdes dos microrganismos nos
meios Agar MRS e Agar M17(37°C e 30°C) e Agar Muller-Hinton a 37° C por
18 a 24 horas (CARVALHO,2007). As colbnias foram escolhidas ao acaso para
posterior identificacdo por métodos bioquimicos e por sequenciamento do seu
DNA.

2.3 Fenotipagem

Com as bactérias isoladas foram realizados testes preliminares como
Coloragdo de Gram (Gram Color Kit - Liofilchen Diagnostici- Roseto degli
Abruzzi-ltaly ) e catalase (teste de Catalasi / Oxy Teste - Liofilchen Diagnostici-
Roseto degli Abruzzi-ltaly). A partir dos resultados obtidos, as bactérias acido-
lacticas foram confirmadas por outros testes tais como: morfologia, esporulacao
e motilidade (CARVALHO,2007).

Apoés a identificacdo as bactérias acido — lacticas foram estocadas a —
20°C em LDR 10 % contendo 3 % de glicerol.

2.4 ldentificacao por sequenciamento do gene 16S rRNA

A identificacdo molecular foi realizada utilizando primers especificos para
BALs, por meio de sequenciamento no laboratorio DNA Vision localizado em
Liege — Bélgica utilizando o protocolo de rotina do laboratorio. Foram
escolhidas randomicamente 38 placas contendo as colbnias purificadas e
previamente identificadas por métodos bioquimicos, da seguinte forma: 17
placas da amostra CA, 04 de SBU, 09 de CAP, 03 de ML e 05 de PESQ.

O DNA foi extraido a partir de col6nias bacterianas puras e um fragmento
do gene 16S foi amplificado e sequenciado. As sequéncias obtidas foram

comparadas ao banco de dados BIBI Database (http://pbil.univ-lyonl.fr/bibi/)

3.Resultados
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Foram isoladas 500 bactérias dos 5 municipios estudados, sendo que
370, ou seja 74%, apresentaram caracteristicas de bactérias acido — lacticas
(BALSs) de acordo com os resultados obtidos nos testes de coloragéo de Gram,
catalase, presenca de esporos e motilidade.

De acordo com a Figura.02 o queijo produzido no municipio de Capoeiras
foi 0 que apresentou a maior freqiéncia de BALs, tanto por identificagdo por
provas morfotintoriais e bioquimicas (90%) quanto por sequenciamento do
gene 16S r RNA (88,88%), seguido pelos municipios de Cachoeirinha (72% e
90%), Buique (80% e 33,33%), Sao Bento do Una (60% e 50%) e Pesqueira
(60% e 25%)

=

o

o
1

[0}
o
1

60

40 A

Percentual de BALs (%)

20 4

Cachoeirinha S&o Bento do Capoeiras Buique Pesqueira
Una

Municipios

Figura 02. Percentual de Bactérias Acido Laticas — BALs, Identificadas por provas
fenotipicas/bioquimicas e por sequenciamento do fragmento 16S rRNA nos 05
municipios estudados da Regido Agreste Meridional — Pernambuco — Brasil.

Identificagcdo por provas bioquimicas I e D Identificacdo por sequenciamento.

A espécie isolada em maior numero nos 05 municipios foi Lactococcus
lactis (78,38%) que obteve a maior freqiéncia em relacdo as demais BALs

como Enterococcus faecalis (18,92%) e Leuconostoc spp.(2,7%).

Dos constituintes da microbiota do queijo de Coalho analisados por
métodos morfo-bioquimicos, 84,21% foram confirmados pelo sequenciamento
do gene 16S r RNA (Tabela 01)
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Tabela 01. Bactérias &cido-laticas isoladas das amostras de queijo de Coalho
identificados por provas bioquimicas e confirmagdo por sequenciamento 16S rRNA
produzidos nos 05 municipios estudados da Regido Agreste Meridional —

Pernambuco — Brasil.

TIPO DE IDENTIFICACAO

IDENTIFICACAO BIOQUIMICA IDENTIFICACAO MOLECULAR

AMOSTRA/
MUNICIPIO

CACHOEIRINHA

Lactococcus lactis

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
BUIQUE Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
CAPOEIRAS Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Leuconostoc spp. Leuconostoc citreum
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Enterococcus faecalis Enterococcus ltalicus
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
PESQUEIRA Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
SAO BENTO DO UNA Leuconostoc spp. Leuconostoc lactis
Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
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4 Discussao

Alimentos tipicos e tradicionais representam um importante patriménio para
uma determinada regido e uma grande oportunidade para o desenvolvimento

de areas rurais.

Esta € a razdo pela qual se busca a Denominacédo de Origem Controlada
(DOC) do Queijo de Coalho, produzido na bacia leiteira do Estado de
Pernambuco — Brasil, representando dessa feita, 0 primeiro passo para

expanséo do mercado.

Neste trabalho, buscamos definir a microbiota mais representativa no
processo visando a obtencédo da DOC para o Queijo de Coalho. Objetivamos
conhecer as BALSs responsaveis por caracteristicas unicas dessa variedade de
queijo.

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, o grupo das
bactérias acido — lacticas representaram a maior proporcéo dentre as bactérias
isoladas, tendo sido o Lactococos lactis a principal espécie encontrada, por ser
0 queijo de coalho, de massa fresca e de consumo rapido sem maturacéao.

Bactérias acido-lacticas tém sido observadas em altos valores em relacéo a
outros grupos encontrados em queijos artesanais, produzidos a partir de leite
cru e pasteurizado na Sicilia- Italia (Randazzo et al., 2002, 2006).

Avaliando a microbiota lactica de queijos de coalho artesanais produzidos
no Ceara, Cavalcanti (2007), relata que o género Lactococcus € predominante
em queijos que nao sofrem cozimento de massa. Fortina et al. (2003)
observaram que dos microrganismos isolados de queijos artesanais Toma
piemontese, protegido pela denominacdo de origem na Itdlia, 67% eram
representados pelo género Lactococcus o que corrobora com os dados obtidos
nesse trabalho. Torres-Llanes et al. (2006) encontraram em queijos de massa
fresca produzidos a partir de leite de vaca no México, uma predominancia de
Lactococcus lactis subsp. lactis, Dolci et al. (2008) relatam que das bactérias

identificadas o L. lactis subsp. lactis foi a que apresentou maior frequéncia.

O Lactococcus lactis subespécies lactis e cremoris, contribuem

significativamente para o sabor do queijo de coalho, assim como suas
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interacbes com outras bactérias (Enterococcus faecalis e Leuconostoc sp.)
encontradas no produto e descritas neste trabalho. A participacao efetiva desta
espécie e suas subespécies, no sabor de produtos lacteos entre eles o queijo,
jd foi confirmado por Teuber (1995), que relata que das espécies de
Lactococcus conhecidas a Unica que contribui significativamente para a
producdo de produtos lacteos é o Lactococcus lactis sendo as subespécies

lactis e cremoris as mais importantes no desenvolvimento do sabor dos queijos.

O género Enterococcus € um grupo bacteriano complexo, diverso e
importante encontrado em uma grande variedade de produtos alimenticios,
dentre os quais leite e queijos. Eles possuem papel relevante no
desenvolvimento das caracteristicas organolépticas (sabor e aroma) dada a
protedlise e formacédo de componentes volateis no produto final (Cogan et al.,
1997). Em adicdo a essas propriedades tecnologicas, muitas espécies de
Enterococcus, principalmente E. faecalis e E. faecium, podem produzir uma
variedade de bacteriocinas ativas contra patdogenos tais como Bacillus cereus
(Valenzuela et al. 2009) encontrados nos alimentos.

Carvalho (2007) identificou 0,6% de Leuconostoc sp. em suas amostras
de Queijo de Coalho produzidos no Ceara a partir de massa pré-cozida. Este
género, assim como 0 género Enterococcus tem importancia tecnolégica

préoxima (aromatizante), conferindo ao queijo uma identidade propria.

Cibik e colaboradores (2000) analisando amostras de queijos franceses
tradicionais maturados, através de técnicas moleculares encontraram uma
frequéncia de Leuconostoc spp. (14%) acima da encontrada neste estudo
2,63%. Apesar da sua presenca, o0 papel desta espécie em tecnologias
tradicionais, ainda nao foi determinada, dada a falta de critérios de identificacéo

da linhagem.

De acordo com Delgado e Mayo (2004) os testes bioquimicos e fisiologicos
em queijos artesanais espanhois, sdo pouco eficientes em separar bidtipos
atipicos de espécie fenotipicamente relacionada, entretanto no nosso estudo foi
encontrada a confirmacao de 84,21% das bactérias identificadas por provas

bioquimicas e submetidas ao sequenciamento do gene 16S r RNA.

Diop e colaboradores (2007) afirmam que os resultados da identificacao

bioquimica indicam um percentual de similaridade de 91% entre as
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identificagbes bioquimica e molecular para algumas bactérias acido laticas
isoladas de alimentos fermentados do Senegal - Africa, sendo priorizada a
identificagdo molecular devido a sua concordancia com a analise morfoldgica
previamente realizada, estando proximo dos nossos resultados que

apresentaram 84,21% de similaridade.

5.Concluséao

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que o queijo de coalho
produzido pelos Cinco Municipios da Bacia Leiteira de Pernambuco possui
uma microbiota representada basicamente por bactérias acido-lacticas, dentre
as quais se destacam os Lactococcus lactis subesp. lactis e cremoris ,
Enterococcus faecalis e Leuconostoc spp. Estes dados sdo Uteis para
caracterizacao desse tipo de queijo artesanal, que apresenta uma microbiota

lactica especifica, que se manteve constante nos municipios estudados.
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RESUMO

O queijo de Coalho é produzido hd mais de 150 anos, em varios Estados
da regido Nordeste do Brasil sendo fabricado a partir do leite cru e consumido
tradicionalmente fresco. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
ecossistema bacteriano ndo acido-latico no queijo de Coalho produzido em
cinco municipios da Bacia Leiteira do Estado de Pernambuco, Brasil. As
amostras de queijo de Coalho utilizados neste estudo foram produzidas com
leite cru e de forma artesanal. A avaliacdo microbiologica das bactérias nao
acido-laticas foi realizada por métodos fenotipicos e bioquimicos, além do
sequenciamento do gene 16 S rRNA. Um total de 500 bactérias foram isoladas
e identificadas fenotipicamente. Dos queijos de Coalho produzidos nos 5
municipios estudados, 26% eram nao acido-laticas, tais como: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus salivarius, Streptococcus
bovis, Listeria spp., Klebsiela spp , Bacillus sp. Dentre estas, o B. cereus
apresentou maior frequéncia (42,31%). ApOs o sequenciamento do gene 16S
rRNA, das 38 amostras analisadas 23,69% foram identificadas como bactérias
nao acido-laticas, 77,78% Streptococcus bovis, 11,11% Klebsiella oxytoca,
11,11% Escherichia coli. Os resultados obtidos demonstram a necessidade de
melhoria das boas praticas de fabricacdo de queijo de Coalho artesanal pelos

produtores dos municipios avaliados.

Palavras chave: artesanal, patogénica, molecular, seqienciamento
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1. Introducéo

A Instrucdo Normativa n°® 30 de 26 de julho de 2001. Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Queijo de Coalho, define este produto
como um queijo de consisténcia semi dura e elastica, com textura compacta e
macia, podendo apresentar algumas olhaduras. Apresenta cor branca
amarelada uniforme, sabor brando, ligeiramente acido, podendo ser salgado,
com aroma, também ligeiramente &cido, que lembra massa de queijo
coagulada (BRASIL, 2001).

A legislacdo brasileira estabelece que o leite utilizado na fabricagéo de
gueijos deve ser submetido a pasteurizacao ou tratamento térmico equivalente
(BRASIL, 1996). Apesar disso, somente as unidades produtoras sob inspecéo
€ que promovem o tratamento térmico do leite (NASSU et al., 2001). O queijo
de coalho artesanal tem sido produzido em grandes quantidades, a partir de
leite cru, em pequenas industrias do Nordeste Brasileiro, sendo

tradicionalmente produzido em Pernambuco (PEIXOTO et al., 2007).

Além de ser fonte de bactérias acido laticas, o leite cru também é a
principal fonte de microrganismos patogénicos nos queijos de Coalho
artesanais. Contudo, a presenca de bactérias ndo acido-laticas em queijos
fabricados com leite pasteurizado ocorre devido a contaminagdo pos-
pasteurizacdo (GRAPPIN e BEUVIER, 1997).

Muitas bactérias contribuem positivamente para a qualidade organoléptica
de queijos ou de produtos lacteos fermentados, enquanto outras podem ter um
efeito adverso ou podem representar um risco para a saude do consumidor
(OGIER et al., 2004).

Vérios estudos sobre a qualidade microbiolégica do queijo de Coalho
relataram a ocorréncia de bactérias ndo acido-laticas além, dos limites
estabelecidos pela legislacdo (FEITOSA et al., 2003, BASTOS et al., 2001;
NASSU et al., 2000; e PAIVA CARDONHA, 1999, SANTOS et al., 1995). Entre
as bactérias ndo acido-laticas foram detectadas Staphylococcus aureus,

Salmonella sp. e Listeria monocytogenes.

Avancos na biotecnologia e principalmente no campo da biologia

molecular (reagédo em cadeia de polimerase, clonagem e seqienciamento de
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DNA) tém permitido o desenvolvimento de técnicas que ndo exigem o cultivo
de microrganismos (independente da cultura), permitindo o estudo aprofundado
da microbiota (ROSSETTI e GIRAFFA, 2005).

A identificacdo dos microrganismos nos alimentos é realizada
principalmente por métodos bioquimicos e fenotipicos. No entanto, estes
métodos sdo muito demorados e nem sempre sensiveis. Em resposta a esta
situacdo, métodos baseados em biologia molecular tém sido desenvolvidos
para a identificacdo até o nivel de subespécies de microrganismos. As técnicas
moleculares fornecem ferramentas adequadas para a classificacdo e
acompanhamento do desenvolvimento de microrganismos envolvidos na
transformacéo de alimentos (GERMOND et al., 2003; ROSSETTI e GIRAFFA,
2005).

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o ecossistema bacteriano nao
acido-latico isolado a partir de amostras de queijo de Coalho produzidos com
leite cru, através de métodos fenotipicos e bioquimicos de identificagcdo e por

sequenciamento do gene 16S rRNA.
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2. Materiais e métodos

2.1 Amostras de queijo de coalho

As amostras de Queijo de Coalho produzidas a partir de massa crua
foram coletadas em laticinios situados nos municipios de Cachoeirinha (CA),
Sao Bento do Una (SBU), Capoeiras (CAP), Buique (ML) e Pesqueira (PESQ),
localizados na regido Agreste, considerada a maior produtora de queijo
artesanal do Estado de Pernambuco.

Foram coletados no local de producdo um total de cinco amostras de
gueijo produzidas no més de Janeiro de 2008, com leite cru e processadas
tradicionalmente de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 01, sendo

uma amostra por fabrica.
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Recepcéao

Adicéo do coalho

Repouso (coagulacédo 45 minutos)

Corte da coalhada

Sinerese

Enformaaem

Salga em superficie por 24 h a temperatura ambiente

Embalagem e resfriamento

Figura 1. Fluxograma de producéo do queijo de coalho artesanal fabricado a partir de

leite cru pelos produtores na regido Agreste do Estado de Pernambuco.

As amostras de queijos inteiros com 1Kg de peso, em embalagens
seladas, previamente refrigerados a 5°C apds a sua fabricacdo, foram

transportadas em caixas isotérmicas até o laboratdrio para posterior analise.

2.2 Isolamento das bactérias

As amostras de queijo foram pesadas e maceradas na propor¢cédo de 1 g
para 9 mL em uma solucdo de citrato trissodico esterilizado (2% p/v), com o
auxilio de processador de alimentos comercial até obter um homogenato, que
foi centrifugado a 6.297,6 x g. O precipitado (1,5 g) obtido foi macerado e
centrifugado por 3 vezes, em seguida foi usado para o isolamento bacteriano

O precipitado obtido anteriormente foi completamente vertido e inoculado
em 02 tubos contendo LDR 10% (leite desnatado reconstituido a 10%) e

incubado nas temperaturas de 30°C e 37°C por 18 a 24 horas (1 tubo a 30°C e
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outro a 37°C). Ap0s o crescimento, comprovado por coagulacdo do leite, foi
procedido o plaqueamento e sucessivas purificagbes dos microrganismos nos
meios Agar MRS e Agar M17(37°C e 30°C), Agar Muller-Hinton a 37° C por 18
a 24 horas (CAVALCANTI, 2007). As coldnias foram escolhidas ao acaso para
posterior identificacdo por métodos fenotipicos e bioquimicos e por
sequenciamento do seu DNA.

2.3 Identificacdo por métodos fenotipicos e bioquimicos

Com as bactérias isoladas foram realizados testes preliminares tais
como: Coloracdo de Gram (Gram Color Kit - Liofilchen Diagnostici- Roseto degli
Abruzzi-ltaly ) e catalase (teste de Catalasi / Oxy Teste - Liofilchen Diagnostici-
Roseto degli Abruzzi-ltaly). A partir dos resultados obtidos, as bactérias acido
lacticas foram confirmadas por outros testes tais como: morfologia, esporulacéo

e motilidade.

Para identificacdo das bactérias consideradas ndo acido-laticas foram
utilizados kits comerciais, para: Staphylococcus (MicrogenTMStaph - ID
System - Microgen Bioproducts), Streptococcus (Strpto Sistema 9R - Liofilchen
Diagnostici), Bacillus (MicrogenTMBacillus - ID System - Microgen Bioproducts)

e Lysteria pelo método descrito por Rodrigues e colaboradores (2003).

2.4 ldentificacdo por sequenciamento do gene 16S rRNA

A identificacdo molecular foi realizada por meio de sequenciamento no
laboratério DNA Vision localizado em Liege — Bélgica utilizando o protocolo de
rotina do laboratoério. Foram escolhidas randomicamente 10 placas contendo as
colénias purificadas e previamente identificadas por métodos bioquimicos, da
seguinte forma: 01 placa da amostra CA, 02 de SBU, 01 de CAP, 02 de ML e
04 de PESQ.

O DNA foi extraido a partir de col6nias bacterianas puras e um fragmento
do gene 16S foi amplificado e sequenciado. As seqUéncias obtidas foram

comparadas ao banco de dados BIBI Database (http:/pbil.univ-lyon1.fr/bibi/)
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3. Resultados e Discussao

Um total de 500 bactérias foi isolado nos 5 municipios estudados, sendo
que 370 amostras, ou seja 74%, apresentaram caracteristicas de bactérias
acido — lacticas (BALs) de acordo com os resultados obtidos nos testes de
coloracdo de Gram, catalase, presenca de esporos e motilidade. Bactérias
acido-lacticas tém sido observadas em grande numero em queijo Pecorino
artesanal produzido no sul da Itdlia por outros autores em relagdo a outros
grupos de microrganismos (RANDAZZO et al., 2006).

Os dados obtidos através das provas bioquimicas demonstram que além
das bactérias laticas encontradas, foram identificadas bactérias ndo é&cido
laticas, sugerindo a contaminagcédo do queijo, quer seja na matéria-prima (leite)
ou mesmo no produto acabado. De acordo com os meétodos fenotipicos e
bioquimicos de identificagdo 26% das bactérias foram identificadas como
bactérias ndo acido-laticas. As frequéncias das bactérias ndo acido-laticas

identificadas estdo demonstradas na Figura 02.
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Figura 02. Frequéncias das bactérias patogénicas isoladas no queijo de Coalho
produzido em 05 municipios da bacia leiteira do Estado de Pernambuco — Brasil e

identificadas por métodos fenotipicos e bioquimicos.
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O Bacillus Cereus apresentou maior frequéncia dentre as bactérias nédo
acido-laticas identificadas por provas bioquimicas (42,31%). Siafaras e
colaboradores (2008) relatam que das 56 bactérias ndo acido-laticas isoladas
em amostras de queijo grego produzido a partir de leite de ovelha,
encontradas, 5,36 % foram de B. cereus.

Randazzo e colaboradores (2006) encontraram maior frequéncia de
Streptococcus bovis no queijo Pecorino fabricado a partir do leite de ovelha cru,
enquanto que Carvalho (2007) encontrou uma frequéncia de 14,6% do género
Streptococcus em queijo de coalho obtido a partir de coalhada pré-cozida,
abaixo do encontrado nesse estudo que foi de 18% de Streptococcus bovis.

Dentre as bactérias ndo &cido-laticas detectadas por Bastos e
colaboradores (2001), que estudaram a implantacdo das Boas Praticas de
Fabricagdo em uma industria produtora de queijo de coalho no Estado do

Ceara destacaram-se Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

O isolamento de L. monocytogenes em queijos artesanais e
industrializados indica que nem sempre os procedimentos tecnolégicos e
higiénico-sanitarios empregados sao suficientes para evitar a presenca e
multiplicacdo desses microrganismos, 0 que mostra a necessidade de
intensificacado do controle oficial sobre a producéo de queijos, tanto artesanais,
sem qualquer tipo de fiscalizagdo, bem como sobre os industrializados
(SOUZA,2002).

Souza (2002) identificou Listeria sp. em 17,1% das amostras de queijo de
coalho artesanal comercializados em Fortaleza-CE, enquanto que neste estudo
foi observada uma frequéncia de 4%. Feitosa e colaboradores (2003) detectou
uma frequéncia de 9% de Listeria sp. em amostras de queijos de Coalho
produzidos no Rio Grande do Norte, resultados superiores aos obtidos no

presente trabalho.

A ocorréncia de S. aureus tem sido relatada em estudos sobre a
gualidade microbiolégica do queijo de Coalho nos estados do Ceara e Rio
Grande do Norte (FEITOSA et al., 2003; BORGES et al.,, 2003), o que
corrobora com os descritos neste trabalho, e estdo relacionados com a forma
de elaboracdo do queijo, quase sempre produzidos de forma artesanal e

normalmente a partir de leite cru, sem os devidos cuidados de higiene ou em
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pequenas industrias que ndo adotam Boas Praticas de Fabricacdo (BORGES
et al., 2003).

Santana et al. (2008) identificou o género Klebsiella (6,7%) em queijos de
coalho produzidos a partir de leite cru e comercializados em 15 pontos de
venda do Mercado Central de Aracaju - SE , Brasil, esses resultados sao
maiores do que os encontrados neste estudo (2,38%).

Amostras das bactérias foram randomicamente selecionadas e apos o
sequenciamento do gene 16S rRNA (Tabela.0l) obtivemos o0s seguintes
resultados: das 38 amostras analisadas, 23,69% foram identificadas como
bactérias ndo acido-laticas, destas 77,78% eram Streptococcus bovis, 11,11 %

Klebisyella oxytoca, e 11,11% Escherichia coli (Tabela 01).
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Tabela 01. Bactérias ndo &cido-laticas isoladas das amostras de queijo de Coalho
produzidos nos 05 municipios da Regido Agreste Meridional — Pernambuco — Brasil
identificados por provas bioquimicas e confirmacdo por sequenciamento 16S r RNA .

TIPO DE IDENTIFICACAO

AMOSTRA/ MUNICIPIO Método Bioquimico Sequenciamento do 16S rRNA
CACHOEIRINHA Staphilococcus salivarius Streptococcus bovis
BUIQUE Streptococcus bovis Streptococcus bovis

Streptococcus bovis
Streptococcus bovis

PESQUEIRA Bacillus sp. Klebisiella oxytoca
Enterococcus faecalis Streptococcus bovis
Streptococcus bovis Streptococcus bovis
Streptococcus faecalis Streptococcus bovis

SAO BENTO DO UNA  Bacillus sp. Escherichia coli
Streptococcus bovis Streptococcus bovis

Em inspecao realizada por Bastos e colaboradores (2001) em laticinio
localizado no municipio Buenos Aires - Ceara foram encontradas algumas
falhas em procedimentos de higiene e sanitizacdo (com reflexdo sobre a
gualidade dos queijos de coalho) notando-se a necessidade da implementacéo
das Boas Praticas de Fabricacdo para o controle dos pontos criticos do
processo de producdo.

Altos niveis de contaminacdo (10° e 10° UFC / g) por S. aureus tém sido
encontrados em queijo de coalho produzido em diversos Estados do Nordeste:
Rio Grande do Norte (PAIVA CARDONHA, 1999), Ceara (FEITOSA et al.,
2003), Paraiba (FLORENTINO e MARTINS, 1999) e Pernambuco (MENDES et
al., 1999). Estes niveis sdo preocupantes, uma vez que ndo se enquadram as
normas estabelecidas pelos Ministérios da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento e da Saude, estando o méaximo permitido em 10° UFC / g
(BRASIL, 2001 e 1996).
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4.Concluséao

As caracteristicas higiénico-sanitarias da producéo artesanal do queijo do
Coalho dos 05 municipios da Regido Agreste Meridional do Estado de
Pernambuco-Brasil avaliados, demonstraram a presenca de bactérias
patogénicas que estdo associadas a qualidade da matéria-prima
(principalmente a elaboracdo do queijo a partir do leite sem tratamento
térmico), e as condicbes de fracionamento do queijo de coalho e manuseio
durante a sua comercializacdo. Se faz necesséaria a implantacdo das boas

praticas de producao do queijo de coalho nesses municipios.
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RESUMO

Processo de aquecimento ohmico € uma tecnologia emergente para a
pasteurizacdo do leite, uma vez que permite aquecer rapidamente e
uniformemente os materiais que lhe sdo submetidos, podendo ser considerado
um processo HTST (High Temperature Short Time). O objetivo deste trabalho
foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do queijo de coalho
produzido a partir do leite de vaca no Estado de Sao Paulo — Brasil, tratado por
método convencional de pasteurizacdo e por aguecimento dhmico, além do
teste de aceitabilidade. Os valores médios encontrados para os parametros
fisico-quimicos foram: pH-6,6; umidade-59,27g/ 100g; cinzas-2,33g/100g;
carboidrato — 7,77 g/100g; acidez-0,942 (g/100g de éacido lactico); proteina -
13,069/100g; peso-1,551Kg; sinerese 57mL. Quanto aos resultados referentes
a textura, quando os queijos foram comparados entre si, ndo foram detectadas
diferencas para os parametros elasticidade, adesividade, coesividade e dureza,
havendo diferenca entre os padrbes de gomosidade e mastigabilidade entre os
gueijos obtidos a partir de leite tratado por aquecimento ohmico e pasteurizado.
Todos os queijos de Coalho artesanais feitos com leite tratado por aquecimento
ohmico obtiveram boa pontuacédo no teste de aceitabilidade, enquanto que os
gueijos de coalho feitos com leite pasteurizado, ndo alcancaram o indice
minimo de aceitacdo. Estes resultados indicam que o tratamento 6hmico
podera ser introduzido enquanto processo de pasteurizacdo de leite para a
producédo de queijo de Coalho ja que nao influenciou negativamente a sua

gualidade fisico-quimica e organoléptica.

Palavras chave: queijo artesanal, bactéria &cido latica, pasteurizacao,

aquecimento 6hmico
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1. Introducéo

O leite € um dos mais antigos alimentos dos seres humanos, Brito e
colaboradores (2006) o apontam como um alimento considerado perfeito, por
fornecer nutrientes importantes a alimentacdo humana. Por conseguinte, o
gueijo, uma das formas mais antigas de alimento manufaturado. O queijo é o
alimento que se obtém pela coagulacdo e fermentacdo do leite de vaca, de
cabra, de ovelha, etc., e cuja massa, de consisténcia variavel (para untar,
cortar ou para ralar) é comprimida e moldada, adquirindo forma caracteristica
(FERREIRA, 1986).

Dentre os queijos fabricados no Brasil, o queijo de coalho, em particular, é
produzido tradicionalmente na regido Nordeste do Brasil com leite cru em
especial nos Estados da Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Ceara,
e bastante consumido pela populacdo em todas as faixas de renda (NASSU et
al., 2003).

Entretanto, segundo a Legislacdo Federal Brasileira, para a producao de
derivados de leite, a matéria-prima precisa ser pasteurizada para garantir a
inocuidade do produto final (ARAUJO et al., 2009).

A pasteurizacdo de leite € um processo que utiliza o calor para
eliminacdo de microrganismos patdogenos e que precede a fabricacdo de
gueijo. Realiza-se por intermédio de equipamentos (permutadores de placas),
gue estdo freqlientemente associados a acumulacdo de solidos a superficie,
reduzindo significativamente a eficiéncia na transferéncia de calor e
aumentando a diminuicdo de pressédo ao longo do equipamento (PEREIRA et
al., 2007).

O leite pasteurizado, para ser considerado apto para o consumo e de
boa qualidade, deve apresentar caracteristicas sensoriais normais, teor de
gordura original para leite integral, 3% de gordura para leite padronizado,
acidez entre 0,14 a 0,18 g de ac. lactico/100 mL, estabilidade ao teste de
Alizarol 72% (v.v —1), densidade relativa (15/15 °C, g.mL-1) entre 1,028 a
1,034, extrato seco desengordurado minimo de 8,4% e indice crioscépico
maximo de —0,530 °H (BRASIL, 2002).
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Para a fabricacao de derivados do leite ocorrem mudancgas sensoriais no
produto final quando da utilizacdo do leite pasteurizado, dai a importancia da
utilizacdo de novas tecnologias para manter a qualidade organoléptica do
produto tornando-o ainda mais préximo do artesanal (ROCHA, 2004).

O aquecimento 6hmico é considerado uma alternativa promissora de
processamento asséptico de alimentos, onde o calor € gerado pela passagem
de uma corrente elétrica alternada através do alimento, que em sua maioria
contém espécies de eletrdlitos, como sais e acidos (PAIN et al., 1995).Trata-se
de uma tecnologia emergente para a pasteurizacdo do leite, pois permite
aquecer rapidamente e uniformemente os alimentos, podendo ser considerado
um processo HTST (High Temperature Short Time) com vistas a producao de

derivados lacteos como o queijo de coalho (PEREIRA et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do
gueijo de Coalho produzido a partir do leite de vaca no Estado de Sao Paulo —
Brasil, tratado por meétodo convencional de pasteurizacdo e aquecimento

6hmico, além da realizacao do teste de aceitabilidade.

2. Materiais e métodos

2.1 Leite

Foram coletadas 04 amostras de leite cru e pasteurizados por método
tradicional, nos meses de novembro e dezembro de 2009, oriundos de uma
mesma Agroindustria localizada no bairro do Braz da cidade de Séao Paulo - SP

— Brasil.

2.2 Pasteurizacao

Foram utilizadas quatro amostras (A, B, C e D) de 10 litros de leite de
vaca pasteurizado em um sistema de permutador de placas (Milde, 40.0001/h),

com variacao da temperatura de 72° a 75°C durante 15 segundos.
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2.3 Aquecimento 6hmico

Foram colhidas quatro amostras de 20 litros de leite cru, destes, 10 litros
de cada amostra foram posteriormente submetidos ao aguecimento 6hmico a

300V, de forma continua utilizando o sistema descrito na Figura 01.

Sald_ada Entrada de Termopar
camisa de alimentacio
refrigeracao T gel
Eletrodos
A )Amperimetro Fontede Entradada
p tensdo (AC — 60Hz) camisade
refrigeracdo
(l
'
Computador
Voltimetro
PC

_
Coletade dados
{Termopar, Amperimetro, Voltimetro)

Figura 01- Desenho esquematico do sistema utilizado no processo do aguecimento

6hmico do leite utilizado para a producéo do queijo de Coalho.

2.4 Eficiéncia da pasteurizacdo do leite por métodos Ohmico e
convencional

A eficiéncia do tratamento do leite foi comprovada através das provas
em ambos os tratamentos quanto a atividade das enzimas fosfatase alcalina,
peroxidase, e contagem total de microrganismos de acordo com 0s métodos
analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus
ingredientes (BRASIL, 1981).
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2.5 Producéao do Queijo de Coalho

A fabricagéo do queijo de coalho seguiu o fluxograma abaixo a partir do
leite pasteurizado por métodos tradicional e 6hmico, sendo suprimida a etapa
de adicao do cloreto de célcio quando utilizado o leite cru para a fabricacdo do

gueijo de coalho.

Recepcéo do Leite
I

Aquecimento a 37°C

I
Adicao do CacCl,

I
Adicao do coagulante

Repouso (coagulacédo 45 minutos)

Corte dalcoalhada
I

Sinerese

Enformagem

|
Prensagem

Salga em superficie a temperatura ambiente

Embalagem e resfriamento

Figura 02. Fluxograma de producdo do queijo de Coalho fabricado a partir de leite

pasteurizado e tratado por aquecimento 6hmico.
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2.6 Avaliacao do rendimento do processo

O rendimento do processo foi expresso de acordo com a férmula abaixo,
onde o volume do leite é dividido pela massa obtida na producdo (BURITI,
2005).

volume de leite utilizado na producgédo (mL)
Rendimento = X100

massa de queijo obtida na producéo (g)

2.7 Determinacéo da composicao centesimal dos queijos

A composi¢cdo em proteina foi determinada através do meétodo de
Kjeldahl segundo o INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

As determinacbes do teor de cinzas foram realizadas segundo
INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

O teor de carboidratos foi calculado por diferenca para se obter 100% no

total de constituintes do leite.

2.8 Analises fisico-quimicas nos queijos de Coalho obtidos com leite cru

e pasteurizado por método convencional e por aguecimento 6hmico

A determinacdo do teor de umidade foi realizada a 70°C, em estufa a
vacuo (Marconi MA030112, Piracicaba, Brasil), utilizando 5 g de amostras
trituradas em “Bag Mixer” (Interscience, St. Nom, Franca). A acidez livre
titulavel foi determinada segundo o INSTITUTO ADOLFO LUTZ, (1985). O pH
foi medido em pH-Analyser Modelo 300M (Analyser Comércio e Indastria Ltda.,
Sao Paulo, Brasil), empregando-se um Eletrodo tipo Penetracdo modelo 2A04-

IF (Analyser, Sdo Paulo, Brasil);
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2.9 Grau de Sinérese

O grau de sinerese foi determinado de acordo com a férmula abaixo
(BURITI, 2005):

massa de queijo obtida na producéo (g)
sinerese = X
100

guantidade de soro liberada em cada embalagem (g))

2.10 Perfil de textura instrumental dos queijos de Coalho

O perfil de textura dos queijos foi determinado através de teste de dupla
compressao de amostras cilindricas de diametro e altura constantes, utilizando
placa de aluminio retangular de 10 x 9 cm, em analisador de textura TA-XT2
(Stable Micro System, Haslemere, Inglaterra).

Esta determinacéo foi realizada apos 07 (sete) dias de armazenamento
sob 5°C de refrigeracao.

Os dados foram coletados através do programa “Texture Expert for
Windows” — versdo 1.20 (Stable Micro Systems), com a analise dos parametros
de dureza, coesividade, adesividade, elasticidade, mastigabilidade e
gomosidade.

Para a realizacdo das analises, 0s seguintes parametros foram
empregados: amostras cilindricas de queijo com altura de 3 cm e diametro de 2
cm, distancia e velocidade de compressdo de 6 mm e de 2,0 mm/s,
respectivamente. As amostras, apdés serem cortadas, foram  mantidas

refrigeradas a 5+1°C até o momento do teste.

2.11 Analise sensorial do queijo de coalho

Realizou-se analise sensorial mediante teste de aceitacdo, com 31

provadores néo treinados para os queijos de coalho produzidos com leite cru e
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pasteurizado através de método tradicional e por aquecimento 6hmico, apos 07
dias de fabricagéo conservados a 5°C, utilizando escala heddnica (LAWLESS e
HEYMANN, 1999).

As amostras foram servidas em temperatura ambiente, sendo quarteadas
e padronizadas no formato de cubos de aproximadamente 3 cm?
acondicionadas em copos plasticos descartaveis (50 mL), devidamente
codificadas em numeros aleatérios de trés digitos, acompanhadas de biscoito
tipo Cream Cracker, copo com agua (para remoc¢do de sabor residual) e da
ficha de avaliacéo, apresentadas simultaneamente aos provadores.

A aceitacao global foi avaliada, utilizando a escala hedonica estruturada
mista de nove pontos (1 — Desgostei muitissimo; 2 — Desgostei muito; 3 —
Desgostei moderadamente; 4 — Desgostei ligeiramente; 5 — Nem gostei/ nem
desgostei; 6 — Gostei ligeiramente; 7 — Gostei moderadamente; 8 — Gostei

muito; 9—Gostei muitissimo).

3. Resultados e Discusséo
3.1 Pasteurizacao por aquecimento 6hmico do Leite

De acordo com o descrito na Tabela 01, houve variacdo tanto na
amperagem inicial (leite cru a 5°C) quanto na final (leite cru a 75°C). Isso se
deve as caracteristicas elétricas do alimento (Pettit et al., 2002) e pH do meio
(Garcia et al., 2005).

Tabela 01. Acompanhamento da variagdo elétrica do aquecedor 6hmico (AOH)

durante o tratamento do leite de vaca cru integral durante 15 segundos.

AMOSTRAS
A B Cc D
Parametros elétricos do AOH
Voltagem aplicada (V) 300 300 300 300
Amperagem Média Inicial (A) 0,278 0,2511 0,231 0,2362

Amperagem Média Final (A) 0,701 0,6312 0,668 0,6101
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3.2 Percentuais dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do leite
cru, pasteurizado e por aquecimento 6hmico

A Tabela 02 mostra os indices fisico-quimicos e microbiolégicos do leite
cru, pasteurizado e tratado por aguecimento 6hmico. Pode-se observar que
houve eficiéncia no tratamento 6hmico, por verificar a auséncia da enzima
fosfatase alcalina e atividade da peroxidase em todas as amostras, indicando
gue todas atingiram a temperatura de pasteurizacdo. Resultado idéntico foi
encontrado por Zocche e colaboradores (2002), que trabalharam estudando a
gualidade microbiolégica e fisico-quimica do leite pasteurizado no Parana nao
havendo superaquecimento, pois a peroxidase se mostrou presente em todas
as amostras. O superaquecimento altera a composicdo do leite e parametros
microbioldgicos.

Apoés o tratamento por aquecimento 6hmico, houve uma diminuicdo da
carga microbiana (tab. 02), que atingiu os parametros exigidos pela legislacéo,
méaximo de 3,0 x 10° UFC.mL™}(BRASIL, 2002).
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Tabela 02. Resultados das andlises fisico-quimicas e microbioldgicos nas amostras de

leite cru, pasteurizado e tratado por aquecimento 6hmico.

Amostras

Tipo de Pardmetros A B C D

tratamento

Cru Fosfatase alcalina positiva positiva positiva positiva
Peroxidase positiva positiva positiva positiva
Gordura (%) 52 3,6 4,3 4,8
Acidez (°D) 14 15 16 16
EST (%) 14,24 12,22 13,17 13,67
ESD (%) 9,04 8,72 8,87 8,87
Contagem padrdo 6,3 X 10” 5,5 X10° 3,9 X10° 3,2 X10°
em placa(UFC/ml)

Pasteurizacdo  Fosfatase alcalina  negativa negativa negativa negativa
Peroxidase positiva positiva positiva positiva
Gordura (%) 3,5 3,6 3,5 3,5
Acidez (°D) 13 15 16 16
EST (%) 11,99 11,83 12,35 12,13
ESD (%) 8,49 7,23 8,85 8,63
Contagem padrdo  <1,0 est. 2,4 X 10° 2,3 X 10° 3,9 X10*
em placa(UFC/ml)

Aquecimento Fosfatase alcalina  negativa negativa negativa negativa

6hmico
Peroxidase positiva positiva positiva positiva
Gordura (%) 3,8 3,6 4,0 3,8
Acidez (°D) 14 16 16 16
EST (%) 12,57 12,21 12,70 12,45
ESD (%) 8,77 8,51 8,70 8,65
Contagem padrdo 8,4 X 10° 8 X10* 2,5 X10* 3,5 X10*

em placa(UFC/ml)

EST(extrato seco total); ESD (extrato seco desengordurado).

Houve uma variacdo dos percentuais de gordura, extrato seco total e

desengordurado se compararmos o leite cru original e o submetido ao

tratamento por aquecimento 6hmico, se mantendo em conformidade aos

padrdes estabelecidos pela Instrugdo Normativa n° 51/2002 (BRASIL, 2002).
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3.3 Avaliagcao do rendimento do processo e determinagdo da composicao
centesimal dos queijos produzidos com leite submetidos a diferentes
tipos de pasteurizacao

Neste trabalho, utilizou-se o rendimento denominado econdémico, para
avaliar os queijos estudados. Existem dois tipos de rendimento: o chamado
rendimento econdmico, que se refere a quantidade de massa de queijo
produzida em relagédo ao volume de leite utilizado na producéo, e o rendimento
técnico, que se refere ao aproveitamento dos constituintes do leite que séo
transferidos ao queijo, ou seja, o aproveitamento de elementos como a
gordura, proteinas, totais (ou somente caseina), extrato seco total
desengordurado, entre outros (ALEGRO, 2003).

Se compararmos as medias dos rendimentos dos queijos de Coalho
produzidos a partir do leite cru (15,34%) e tratado por aquecimento dhmico
(15,51%) nao houve diferenca no rendimento obtido (p<0,05), havendo
diminuicdo se compararmos ao queijo de Coalho produzido a partir do leite
pasteurizado (14,62%) em sistema de placas (Figura 03).

Pode ocorrer a diminuicdo do rendimento do queijo, bem como
alteracdo em suas propriedades reoldgicas e sensoriais, em decorréncia da
protedlise ndo especifica em niveis elevados. A diminuicdo do rendimento seria
provocada pela perda de substancias nitrogenadas e gordura para o soro. A
maior taxa de protedlise seria responsavel também por modificacbes

indesejaveis na textura do queijo (LOPEZ et al., 1997).
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Figura 03. Comparacéo do rendimento entre os queijos de Coalho obtidos a partir de

leite cru, pasteurizado e tratado por aquecimento 6hmico, apds a sua fabricacao.

Os valores médios para proteina e cinzas obtidos nesse trabalho foram
préximos entre o queijo produzido com leite cru e o tratado por aquecimento
o6hmico (Tabela 03) estando em ambos 0s casos, acima da média encontrada
para o queijo de coalho produzido a partir do leite pasteurizado em sistema
fechado de placas, confirmando a diferenca quanto ao rendimento.

Nassu e colaboradores (2003) encontraram valores para proteinas de
20,52% nos queijos de Coalho produzidos a partir de leite pasteurizado no
Estado do Rio Grande do Norte, maiores aos encontrados neste estudo tanto
para os produzidos a partir de leite pasteurizado (12%), quanto para 0s
produzidos a partir do leite tratado por aquecimento 6hmico (13,6%). Buriti e
colaboradores em 2005, trabalhando com queijo minas pasteurizado produzido
no Estado de Séo Paulo, encontraram valores de proteina de 12%, percentual

igual ao encontrado nesse trabalho.
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Tabela 03. Valores obtidos de proteina e cinza dos queijos produzidos a partir do leite
cru, pasteurizado e tratado por aquecimento 6hmico. Valores sdo médias das 4

amostras.

Tipo de tratamento da Proteina (%) Cinzas (%)

matéria prima

Sem tratamento 13,93 2,44
Pasteurizado 12 2,38
Aquecimento 6hmico 13,06 2,33

Os valores de umidade e sinerese dos queijos produzidos a partir de
leite cru, pasteurizado e tratado por aquecimento 6hmico estdo apresentados
na Tabela 04. Pode-se verificar que os maiores valores de umidade (59,39%)
foram observados com o queijo produzido com leite cru, enquanto para
sinerese 0s maiores valores (54%) foram atingidos com o queijo produzido
com leite pasteurizado.

Ferreira e Freitas Filho (2008) em estudo do queijo de Coalho produzido
a partir de leite cru no Municipio de Barreiros-PE encontraram indice maximo
de umidade (40,62%) inferior aos nossos achados (59,39%).

De acordo com Brasil (2001) o queijo de coalho produzido no presente
estudo a partir de leite pasteurizado e tratado por aquecimento 6hmico (Tabela
04) é classificado como queijo de muito alta umidade (superior a 55,05%), o
gue nao corrobora com os dados encontrados por Sena et al., 2000, NASSU et
al.,, 2001 e 2003, que os classificaram como de média umidade obtendo os
seguintes valores respectivamente: 48,1% ,41,77% e 43,77%. A diferenca
encontrada se deve a diferencas na matéria prima utlizada e no seu

processamento.
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Tabela 04. Valores obtidos de umidade e sinérese dos queijos de Coalho produzidos a
partir do leite cru, pasteurizado e tratado por aquecimento 6hmico. Valores sdo médias
das 4 amostras.

Tipo de tratamento da Umidade (%) Sinérese (%)
matéria prima

Sem tratamento 59,39 48,5
Pasteurizado 55,10 54
Aquecimento 6hmico 57,60 52

Os valores de acidez livre titulavel e pH dos queijos produzidos a partir
de leite cru, pasteurizado e tratado por aquecimento Ohmico estdo
apresentados na Tabela 05. Pode-se verificar que os maiores valores de acidez
(1,44 %) foram observados com o queijo produzido com leite cru, enquanto
para pH o0s maiores valores foram atingidos com o queijo produzido com leite
pasteurizado e tratado por aquecimento 6hmico, respectivamente 6,7 e 6,6.

Os resultados encontrados por Ferreira e Freitas Filho, (2008) e Nassu
(2003), quando estudaram queijos de Coalho produzidos a partir de leite cru no
Estado de Pernambuco e pasteurizado no Rio Grande do Norte, observaram os
seguintes valores para acidez titulavel, respectivamente: 1,47% e 0,30%,
enquanto que os valores obtidos neste trabalho foram inferiores para os queijos
produzidos com leite cru e superiores para 0s queijos produzidos com leite
pasteurizado e tratados por aquecimento 6hmico.

Nassu em 2003, obteve pH de 5,59 para queijos produzidos com leite
pasteurizado no Rio Grande do Norte, valores estes menores que 0s obtidos
para os queijos produzidos neste estudo. A legislacdo federal brasileira ndo
estabelece padrdes para a quantidade de acidez e pH para queijo de Coalho,

enquanto a legislacdo estadual padroniza estes parametros.
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Tabela 05. Valores para Acidez Livre titulavel e pH dos queijos de Coalho produzidos a
partir do leite cru, pasteurizado e tratado por aquecimento 6hmico. Valores sao médias
de 4 amostras.

Tipo de tratamento da Acidez livre titulavel (%) pH
matéria prima

Sem tratamento 1,448 6,46
Pasteurizado 0,569 6,73
Aquecimento 6hmico 0,942 6,60

3.4 Determinacéo do perfil de textura instrumental dos queijos

De acordo Guinard e Mazzucchelli (1996) por muitos anos, a textura
esteve esquecida enquanto atributo, ja que recebia pequena atencédo, quando
comparada ao sabor. Posteriormente, a textura passou a ser considerada um
dos maiores determinantes da preferéncia e aceitacdo de alimentos e bebidas
(Buriti et al., 2005).

Os testes instrumentais de textura sdo geralmente baseados em forca
de compressdo, com a funcdo de simular a mastigacédo entre os molares. A
amostra é
submetida a duas “mordidas” ou corridas, que simulam o ato de mastigacao.
Quando o pistdo deforma a amostra, 0 movimento do suporte € detectado e
uma curva de forca - compressao € tracada. A partir dessa curva, obtém-se os
parametros primarios - dureza, coesividade, adesividade, elasticidade e
secundarios - mastigabilidade e gomosidade, que compdem as caracteristicas
mecanicas dos queijos (FOX et al., 2000).

No presente trabalho, foram analisados os perfis instrumentais de

dureza, coesividade, elasticidade, adesividade, mastigabilidade e gomosidade
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dos queijos produzidos com leite cru, pasteurizado e tratado por aguecimento
Oohmico e estao apresentados na Tabela 06.

Quanto aos perfis de gomosidade e mastigabilidade houve uma
diferenca consideravel entre os indices encontrados para os queijos de Coalho
produzidos a partir do leite tratado por aquecimento 6hmico e o pasteurizado
por método tradicional em sistema de placas, estando muito préximos aos

encontrados para o queijo de Coalho produzido a partir do leite cru (Figura 04).

Tabela 06. Perfil de textura instrumental dos queijos de Coalho obtidos a partir de leite
cru, pasteurizado e tratato por aguecimento éhmico, no produto final (matéria amida)

apos 7 dias de armazenamento a 5+1°C. Valores sdo médias das 4 amostras

Tipo de tratamento

Parametros Sem Pasteurizacéo Aquecimento
tratamento 6hmico
Adesividade - 0,022 -0,021 -0,019
Elasticidade 0,829 0,837 0,829
Coesividade 0,751 0,755 0,754
Gomosidade 3,522 4,514 3,150
Mastigabilidade 2,925 3,785 2,617
Dureza 0,518 0,543 0,516

A Normativa n°30 do MAPA, estabelece que o queijo de Coalho produzido a
partir de leite pasteurizado sensorialmente devera apresentar consisténcia
semi-dura, elastica; textura macia, compacta ou aberta com olhaduras
mecanicas pequenas (BRASIL, 2001).

De acordo com Fox e colaboradores (2000) a adesividade € definida como
a forca requerida para remover o queijo que adere a boca, geralmente ao
palato, durante o processo normal de mastigacdo os valores de adesividade
dos queijos produzidos neste trabalho n&o diferiram entre si  (p<0,05),
entretanto o queijo de Coalho produzido com o leite tratado por aguecimento

ohmico apresentou o maior valor (media -0,022) (Tabela 06),.
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Figura 04. Comparacao entre os parametros de textura dos queijos de Coalho obtidos
a partir de leite cru (C), pasteurizado (P) e tratado por aquecimento 6hmico (H), no

produto final (matéria iumida) - apés 7 dias de armazenamento a 5+1°C.

Segundo Fox e colaboradores (2000), elasticidade refere-se ao grau de
recuperacdo da deformacdo causada a um pedaco de queijo depois que a
forca de deformacéo € removida. Quanto a este parametro, os valores obtidos
para todos os queijos produzidos neste trabalho ndo foi detectada diferencas
entre eles.

A coesividade € definida como a extensdo que um queijo pode ser
deformado até que haja ruptura da sua estrutura (FOX et al., 2000). Todos os
gueijos estudados apresentaram comportamento semelhante, quanto ao
parametro coesividade (Figura 04).

A gomosidade foi definida por Fox e colaboradores (2000), como a energia
necessaria para desintegrar um pedaco de queijo, tornando-o apto a ser
deglutido. Os resultados de gomosidade para os queijos de coalho obtidos a
partir de leite cru e tratado por aquecimento 6hmico apresentaram médias
similares, 3,522 e 3,150, respectivamente (Tabela 06).

O tempo ou o namero de mastigacdes necessarias para o queijo estar
pronto para ser deglutido foi definido por Fox e colaboradores (2000) como
mastigabilidade, e € um parametro de textura derivado da dureza.

Durante o armazenamento refrigerado, houve um aumento significativo na

dureza para os queijos de Coalho produzidos com leite pasteurizado (p<0,05),
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acompanhado do aumento significativo da sinerese, bem como para a
mastigabilidade. Os queijos de coalho produzidos a partir de leite cru e tratado
por aquecimento 6hmico apresentaram valores de dureza muito semelhantes
(Figura 04).

Rocha e colaboradores (2006) verificaram que os valores de dureza
instrumental variaram entre os queijos minas de diferentes marcas comerciais
analisados. Esta variacdo pode estar relacionada, segundo os autores, a
fatores como o nivel de contaminacdo, visto que 0s queijos com menores
niveis de contaminacdo apresentaram valores de dureza instrumental

semelhantes. O que corrobora com os dados obtidos neste estudo.

3.5 Teste de Aceitabilidade

Os resultados obtidos da anélise sensorial baseada na aceitabilidade
estdo apresentados na Figura 05. Os maiores percentuais de aceitabilidade
foram obtidos para os queijos de Coalho produzidos com leite cru e tratados
por aguecimento 6hmico.

Os resultados demonstram que 0s queijos de coalho obtidos a partir do leite
tratado por aquecimento Ohmico apresentaram valores de aceitabilidade
préximos aos queijos de coalho obtidos a partir de leite cru.

De acordo com Araujo e colaboradores (2009), todos os queijos de coalho
artesanais feitos com leite cru de diferentes produtores da regido do Serido
(Currais Novos/RN) obtiveram boa pontuacdo na avaliacdo, enquanto que os
gueijos de Coalho feitos com leite pasteurizado da mesma regido, nao
alcancaram o indice minimo de aceitacdo, o que corrobora com os dados

apresentados neste trabalho.
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Figura 05. Percentual de aceitabilidade dos queijos de Coalho obtidos a partir de leite

cru, pasteurizado e por aquecimento 6hmico, apés 7 dias de armazenamento a 5+1°C.

4.Concluséo

As caracteristicas fisico-quimicas do leite ndo foram alteradas pelo
tratamento por aquecimento 6hmico e sua eficiéncia foi comprovada por testes
enzimaticos e microbiologicos. O rendimento da producéo do queijo de coalho
obtido por aquecimento 6hmico foi similar ao produzido com leite cru.Houve
uma maior aceitabilidade do queijo de coalho produzido a partir de leite tratado
por aquecimento 6hmico, que o produzido a partir de leite pasteurizado.

A andlise sensorial dos queijos produzidos com leite tratado por
aquecimento 6hmico, demonstrou beneficios sensoriais ao produto, uma vez
gue as suas caracteristicas foram mantidas, apresentando boa aceitabilidade.

Estes resultados indicam que o tratamento por aquecimento 6hmico

podera ser uma alternativa enquanto processo de pasteurizacéo de leite.
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