UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE TECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

AMANDA SILVA DO CARMO

EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO E ADICAO DE CULTURA
PROBIOTICA NAS CARACTERISTICAS DO QUEIJO TIPO BRIE

JOAO PESSOA- PB

2020



AMANDA SILVA DO CARMO

EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO E ADICAO DE CULTURA
PROBIOTICA NAS CARACTERISTICAS DO QUELJO TIPO BRIE

JOAO PESSOA - PB
2020



AMANDA SILVA DO CARMO

EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO E ADICAO DE CULTURA
PROBIOTICA NAS CARACTERISTICAS DO QUEILJO TIPO BRIE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdao em Engenharia Quimica do Centro
de Tecnologia da Universidade Federal da
Paraiba em cumprimento aos requisitos para
obten¢do do titulo de Mestre em Engenharia
Quimica.

Orientadora: Prof®. Dr2. Sharline Florentino de
Melo Santos

Coorientadora: Proft. Dr2 Taliana Kénia
Alencar Bezerra

JOAO PESSOA - PB
2020



C287e Carmo, Amanda Silva do.

Efeito do tratamento térmico e adigdo de cultura
probidtica nas caracteristicas do queijo tipo brie /
Amanda 5ilva do Carmo. - Jodo Pessoa, 2028.

6% f. o il.

Orientacdo: Sharline Florentino de Melo Santos.
Coorientacdo: Taliana Kénia Alencar Bezerra.
Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CT.

1. Queijo tipo brie - Producdo. 2. Pasteurizacéo do
leite. 3. Lactobacillus acidophilus. I. Santos,
Sharline Florentino de Melo. II. Bezerra, Taliana Kénia
Alencar. III. Titulo.

UFPE/BC DU 637.353.7(043)




AMANDA SILVA DO CARMO

EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO E ADICAO DE CULTURA
PROBIOTICA NAS CARACTERISTICAS DO QUELJO TIPO BRIE

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Engenharia Quimica do Centro
de Tecnologia da Universidade Federal da
Paraiba em cumprimento aos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia
Quimica.

Aprovada em 14 de agosto de 2020.

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr2. Sharline Florentino de Melo Santos - PPGEQ/CT/UFPB
Orientadora

Prof2. Dr2. Taliana Kénia Alencar Bezerra - PPGCTA/CT/UFPB
Coorientadora

Prof®. Dr?. Julice Dutra Lopes - PPGEQ/CT/UFPB
Examinadora Interna

Prof*. Dr®. Janeeyre Ferreira Maciel - DEA/CT/UFPB
Examinadora externa



Dedico este trabalho a Deus, que permitiu que
tudo pudesse ser realizado. A minha familia,
que foi apoio de diversas maneiras nessa etapa
tao importante em minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todos os dias ter demonstrado seu amor e misericordia. Sem duvidas,
anunciar tua beleza em meio ao caos de acontecimentos ¢ o que tem dado sentido a vida. E

tudo sobre vocé e para vocé!

A minha mae Maria Monteiro, meu padrasto Jodo Monteiro ¢ minha irma Ana
Cecilia Monteiro, pelo apoio incondicional desde questdes financeiras a emocionais. Toda a
assisténcia e incentivo durante o processo, desde me buscar tarde da noite na universidade a
acordar muito cedo para carregar queijos nos finais de semana. O fato de sempre acreditarem
no meu potencial foi 0 que me motivou a ir contra todas as adversidades. A vocés todo o meu

amor.

Aos meus amigos Joellington, Matheus, Carolina, Thalita, Maeli e Mayara, pelo
companheirismo, apoio, descontracdo, passeios e socorro nas horas de caos total. A
simplicidade no modo de ver a vida e o bom humor personifica o que vocés representam.

Vocés sao prova do cuidado de Deus por mim.

A minha amiga Amanda da Silva Gomes (in memoriam), o acréscimo da nossa
amizade tera resultados eternos, por que o que Senhor plantou aqui ndo € passageiro. Vocé
acompanhou o inicio dessa jornada e acreditava na minha capacidade de concluir esse e

muitos outros objetivos na vida, estards sempre viva em meu coragao.

A prof* Sharline Florentino pela gigante oportunidade, orientagdo, paciéncia e
compreensdo. Por todo investimento financeiro no meu trabalho e em mim, obrigada por ter
sido canal de bengdos em minha vida. A ti, minha eterna gratiddao. Sua tranquilidade, apoio,

incentivo e consideragdes foram essenciais!
A prof* Taliana Bezerra pela orientacdo e conselhos académicos. Seus adendos e

confianga sempre me ajudaram a tomar decisoes importantes.

As profis Ana Flavia Coelho, Helenice Holanda e Marta Madruga pelo apoio e

disponibilidade no desenvolvimento deste trabalho.

Ao grupo de pesquisa de microbiologia composto pela prof* Janeeyre Ferreira e
técnicos Genilson, Claudionor e Gilvandro. A paciéncia, compromisso com meu trabalho, o
apoio na realizagao das analises, concessdao de materiais, ensinamentos € a companhia diaria

foram indispensaveis durante a parte experimental.
A minha capacidade de arriscar, acreditar, recomegar e evoluir.

MUITO OBRIGADA!



“L’age ne compte pas, sauf si vous éte un
fromage”.

(A idade ndo conta, a ndo ser que vocé seja um
queijo).

Billie Burke



RESUMO

Queijos considerados como especiais tem apresentado potencial crescimento no pais em
producdo e consumo, a exemplo do queijo tipo brie. As caracteristicas desse produto sdo
dadas pelo crescimento externo do mofo branco Penicillium candidum que matura o queijo de
fora para dentro através de um complexo fendmeno bioquimico. Visando a obtengdo de um
produto com caracteristicas tecnolodgicas e funcionais, o presente estudo objetivou elaborar
queijo tipo brie com adicdo de cultura inicial Lactococcus lactis, cultura secundaria
Penicillium candidum e cultura probidtica Lactobacillus acidophilus usando o leite bovino
cru e o leite bovino pasteurizado com maturacdo de trinta dias a 10 °C. Foram realizadas
caracterizagdes fisico-quimicas, microbioldgicas, andlise dos aspectos visuais e perfil
eletroforético. Observou-se que amostras com tratamento térmico apresentaram
transformagodes bioquimicas diferentes do leite in natura, refletindo na textura, umidade e
perfil protéico dos produtos. Na caracterizacdo fisico-quimica observou-se que os queijos
apresentaram valores de umidade muito abaixo em relacdo ao que preconiza a legislagdo para
este tipo de queijo, apresentando valores de 24,37 g/100 g a 35,47 g/100 g, no decorrer da
maturacdo foi acompanhada a perda de umidade sofrida através de pesagens em diferentes
dias, onde foi detectado uma perda mais significativa entre os dias 10 e 18. A mobilidade
eletroforética relativa, posi¢ao das bandas protéicas, e seus respectivos pesos moleculares em
maior abundancia nos queijos foram identificadas como: o S;-caseina (23,61 kDa), a S»-
caseina (25,23 kDa), B-caseina (23,98 kDa), k-caseina (19,02 kDa) e a- lactoalbumina (14,2
kDa). Amostras de queijos com a adi¢dao de cloreto de calcio apresentaram bandas protéicas
mais unidas e intensas. Ao comparar amostras com a adi¢ao da solu¢do pode-se afirmar que a
adicao do cloreto de calcio exerce boa influéncia no rendimento e perfil protéico dos queijos.
A adigdo do L. acidophilus também exerceu influéncia positiva no perfil protéico e
rendimento dos produtos obtidos. Todos os ensaios de queijo tipo brie apresentaram
viabilidade do microrganismo probidtico L. acidophilus apds maturacdo, os lactobacilos
estavam presentes nas amostras de queijos em nameros elevados, na ordem de 107 UFC/g. As
demais culturas também apresentaram boa viabilidade e em todos os queijos obtidos o
microrganismo Lactobacillus acidophilus mostrou-se como boa opc¢do de estratégia
tecnologica para melhorar significativamente a qualidade dos queijos tipo brie.

Palavras-chave: queijos com mofo branco; Lactobacillus acidophilus; influéncia da
pasteurizagao.



ABSTRACT

Cheeses considered to be special have shown potential growth in the country in terms of
production and consumption, such as brie cheese. The characteristics of this product are given
by the external growth of the white mold Penicillium candidum which matures the cheese
from the outside through a complex biochemical phenomenon. Aiming to obtain a product
with technological and functional characteristics, the present study aimed to prepare brie
cheese with the addition of initial culture Lactococcus lactis, secondary culture Penicillium
candidum and probiotic culture Lactobacillus acidophilus using raw bovine milk and
pasteurized bovine milk with maturation of thirty days at 10 °C. Physical-chemical,
microbiological characterizations, analysis of visual aspects and electrophoretic profile were
performed. It was observed that samples with heat treatment showed biochemical
transformations different from fresh milk, reflecting on the texture, moisture and protein
profile of the products. In the physical-chemical characterization it was observed that the
cheeses presented humidity values much lower than what is recommended by the legislation
for this type of cheese, presenting values of 24.37g /100g to 35.47 g/ 100 g, during maturation
was accompanied by the loss of moisture suffered by weighing on different days, where a
more significant loss was detected between days 10 and 18. The relative electrophoretic
mobility, position of the protein bands, and their respective molecular weights in greater
abundance in the cheeses were identified as: o Sl-casein (23.61 kDa), a S2-casein (25.23
kDa), B-casein (23.98 kDa), k-casein (19.02 kDa) and a-lactalbumin (14.2 kDa). Cheese
samples with the addition of calcium chloride showed more united and intense protein bands.
When comparing samples with the addition of the solution, it can be said that the addition of
calcium chloride has a good influence on the yield and protein profile of the cheeses. The
addition of L. acidophilus also had a positive influence on the protein profile and yield of the
products obtained. All tests of brie type cheese showed viability of the probiotic
microorganism L. acidophilus after maturation, the lactobacilli were present in the cheese
samples in high numbers, in the order of 107 UFC/g. The other cultures also showed good
viability and in all cheeses obtained the microorganism Lactobacillus acidophilus proved to
be a good option for a technological strategy to significantly improve the quality of brie
cheeses.

Keywords: cheeses with white mold; Lactobacillus acidophilus; pasteurization of influence.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, segundo os dados divulgados pela Associagdo Brasileira das Industrias de
Queijos (Abiq), em 2019 o pais produziu 1,2 milhdes de toneladas de queijo, ficando entre os
cinco maiores produtores do mundo. O estado de Minas Gerais ¢ o maior produtor do pais,
com cerca de 25% da produgdo nacional. O consumo brasileiro ¢ de cerca de 5,5 kg de queijo
por habitante no ano, valor ainda considerado baixo quando comparado a paises como Grécia
(20 kg) e Argentina (11 kg), no entanto, a producdo e consumo de queijos finos e artesanais
tem aumentado no pais ilustrando a importancia social e econdmica dos queijos (SOARES e
RODRIGUES, 2019).

O queijo tipo brie € um produto com boa aceitagdo e sua producdo no Brasil ocorre
com o mesmo protocolo utilizado para o queijo tipo Camembert, sendo diferenciado apenas
por seu tamanho. Este queijo caracteriza-se por sua massa macia ¢ quebradica e ¢ maturado
por bactérias laticas e pelo fungo Penicillum candidum, fungo que confere sabor caracteristico
ao queijo, além de formar uma casca branca aveludada ao redor do mesmo. A estimativa ¢
que esta classe de queijo represente cerca de 3% da produgdo mundial de queijos (PEREIRA,
2014; SPINNLER, 2017; PEREIRA et al., 2020).

A qualidade de um produto estd associada a qualidade das matérias primas
empregadas no seu desenvolvimento. Do mesmo modo, para que a qualidade do queijo em
relacdo aos aspectos fisico quimicos ¢ microbioldgicos seja garantida ¢ necessario assegurar
que o leite empregado no processamento esteja dentro aos padrdes necessarios para tal
aplicacdo. Assim, o tratamento térmico a que ¢ submetido o leite destinado a fabricacdo de
queijos € essencial na qualidade final do produto, j4 que pode promover mudangas nos seus
varios constituintes, principalmente nas diferentes fragcdes protéicas. Para minimizar estas
mudangas, tem-se selecionado cepas que facam parte da microbiota presente no leite cru, de
modo a obter culturas iniciadoras e adjuntas especificamente preparadas para adi¢do ao leite
tratado termicamente e destinado a produ¢do de queijos (SILVEIRA e ABREU, 2003;
BRUNO e CARVALHO, 2009; MENEGON, 2019).

Segundo Albenzio et al.,(2001), no queijo obtido com leite cru observa-se uma
microbiota natural com atividade metabodlica que possibilita o desenvolvimento de um perfil
sensorial distinto. As diferengas observadas vao desde as caracteristicas sensoriais e
bioquimicas, além de pH superior em queijos obtidos com leite cru. O processo produtivo de
queijos maturados tende a favorecer o desenvolvimento da microbiota latica presente
naturalmente no leite, que por sua vez atua inibindo o crescimento de espécies nocivas por

meio da producdo de acidos organicos e outros metabdlitos inibitorios. Deste modo, apds
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determinada etapa do processo de maturacdo, os queijos tornam-se seguros ao consumo,
sendo estes tipos de queijos cada vez mais procurados e consumidos pela populacao
(PEREIRA, 2014; PEHRSON, 2017).

Diversos autores descrevem os probidticos como microrganismos vivos, que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro. O
desenvolvimento de produtos lacteos contendo bactérias probidticas especificas com
concentragdes apropriadas de células vidveis durante a vida de prateleira ¢ um desafio
tecnologico. Culturas probidticas tém sido incorporadas com sucesso em diferentes tipos de
queijos, pois representam um forte nicho entre os alimentos funcionais além de ser uma
alternativa para as industrias de laticinios diversificarem seus produtos em um mercado
consumidor cada vez mais competitivo (STANTON, 2001; KOURKOUTAS et al., 2005;
HILL et al., 2014; GOVENDER et al., 2014; DANTAS et al., 2016).

Os probidticos encontrados com maior frequéncia em produtos lacteos sdo do género
Lactobacillus e Bifidobacterium. Apresentam semelhancas fisiologicas e metabolicas,
produzindo &cidos lacticos como principal produto da fermentacdo de carboidratos. Essas
culturas sdo isoladas das por¢des do trato gastrointestinal do ser humano saudavel e
apresentam boas propriedades tecnologicas e boa multiplicagdo no leite, além de promover
propriedades sensoriais adequadas no produto e serem estaveis e viaveis durante o
armazenamento. Deste modo, podem ser manipuladas e incorporadas em produtos
alimenticios sem perder a viabilidade e a funcionalidade, resultando em produtos com textura
e aroma adequados (BURITI, 2007; SOCCOL et al., 2010; BUTEL, 2014, DINEV et al.,
2017).

O probiotico Lactobacillus acidophilus ¢ estavel em condicdes acidas e resistente aos
sais biliares, sendo capaz de aderir & mucosa intestinal e produzir substancias como
bacteriocinas, compostos organicos ¢ peroxido de hidrogénio, que dificultam a agdo de
microrganismos patogénicos no organismo, fatores que contribuem para que esse
microrganismo seja amplamente empregado como probidtico nos produtos lacteos, sendo
frequente estudado em queijos e iogurtes (BUTEL, 2014; PEROTTI, 2014; GEBARA, 2015;
OLIVEIRA e GONZALEZ-MOLERO, 2016; DINEV et al., 2017; BEVILAQUA et al.,
2020).

Diante do exposto, esse trabalho tem como objetos:

1.1 OBJETIVO GERAL:
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Desenvolver queijos tipo brie com leite cru e pasteurizado adicionados de cultura
probidtica, constituida de Lactobacillus acidophilus, bem como avaliar o efeito do tratamento
térmico e da adi¢do da cultura probidtica nas caracteristicas fisicas, quimicas e

microbioldgicas apds trinta dias de maturagao.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e (Caracterizar o leite bovino cru e pasteurizado utilizado;

e Desenvolver diferentes formulagcdes de queijos tipo brie com leite bovino
pasteurizado e cru para testar os efeitos do tratamento térmico do leite e da
adicao de L. acidophilus;

e Caracterizar os queijos obtidos apds a maturacdo quanto aos parametros fisico
quimicos e microbioldgicos;

e Avaliar o desempenho de diferentes meios de cultura para melhor
quantificag¢do das culturas do Lactococcus lactis e Penicillium candidum,

e Analisar a viabilidade das culturas utilizadas ap6s a maturacao;

e Comparar os resultados dos queijos obtidos com leite pasteurizado e leite cru

com a legislagao.



15

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUELJO BRIE

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Produtos
Lacteos, queijo pode ser definido como um produto fresco ou maturado, obtido através da
separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido, ou de soros lacteos, coagulados por
acao fisica do coalho, de enzimas especificas ou bactérias, todos de qualidade e com aptidao
ao uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias, especiarias ou
condimentos, aditivos, substancias aromatizantes e corantes (BRASIL, 1996).

O queijo ¢ um alimento altamente nutritivo, uma vez que contém grande parte da
proteina do leite, geralmente a maior parte da gordura, minerais, principalmente calcio e
fosforo, e vitaminas essenciais. As diferencas entre os processos de fabricacao influenciam
significativamente em sua composi¢ao e no seu valor energético. Nos ultimos anos o consumo
do queijo aumentou, devido ao reconhecido valor nutricional e a diversificacdo deste produto
no pais, contribuindo com a aquisi¢ao do queijo por todas as classes sociais, a estimativa ¢ de
que o consumo de queijos no Brasil deverd crescer 1,9% em 2020, em relagao a 2019
(RENNER, 1987; ABIQ, 2011; COSTA, 2012; USDA, 2020).

Estudos de Engelmann e Holler (2008), relatam que as caracteristicas de cada queijo
sdao determinadas pelo tipo de leite utilizado, seja cru ou pasteurizado, desnatado ou integral,
o tipo de acidificagdo escolhida, tamanho e forma do queijo, tipo de salga, maturacdo, se
houver acréscimo de bactérias ou cultivos de mofo e de que tipo sdo.

A elaboragdo do queijo brie ¢ feita com leite cru de vacas leiteiras da regido de Brie e
possui duas variedades, ambas com denominacao de origem. Sado elas: brie de Meaux e brie
de Melun. O brie de Meaux possui textura macia e firme, ndo derrete e tem aroma e sabor que
remetem a cogumelos. Periodos mais longos de maturagdo conferem sabor mais forte e
picante ao queijo. Enquanto o brie de Melun possui sabor mais acentuado e salgado. Quando
maturado, sua textura derrete e apresenta aroma penetrante e sabor forte (AGRICULTURA E
PECUARIA, 2012).

E considerado um queijo semi gordo (até 27% de gordura), rico em triglicérides e
proteinas, elaborado em formato cilindrico com altura média de 3 cm, encoberto por uma fina
camada de mofo branco, com peso maximo de 2 quilos por forma (PEREIRA, 2014).

A producao nacional de queijos com mofo branco (tipo brie, camembert) e azul,
iniciou-se com os imigrantes dinamarqueses entre as décadas de 1910 a 1930, ao sul de Minas

Gerais, na Regido Alto Rio Grande e Minduri, segundo familiares e produtores de laticinios
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da regido (RODRIGUES, 2019). De acordo com a Revista Balde Branco (2019), uma das
revistas do setor leiteiro mais antigas do pais, os queijos finos como o Brie, Camembert,
Gorgonzola, Gouda, Edam, entre outros, ocupam os 6,5% da producdo brasileira de queijos.

Segundo o Codex Alimentarius (CXS 277-1973), o queijo Brie ¢ um queijo curado
de superficie macia, e branca em conformidade com o padrio geral para queijo (CXS 283-
1978). Possui forma de um cilindro achatado e seu corpo apresenta coloracdo que varia de
quase branca a amarelo claro, sua textura ¢ macia (quando pressionada com os polegares),
porém ndo ¢ quebradica. Sua maturacdo vai da superficie até o centro do queijo. Furos de gas
geralmente s3o ausentes, mas poucas aberturas e rachaduras sdo aceitaveis. O queijo deve
apresentar crosta macia, coberta inteiramente por mofo branco, podendo ter tons
avermelhados, marrom ou laranja.

Ainda conforme o Codex Alimentarius (CXS 277-1973), o queijo inteiro pode ser
cortado ou transformado em setores antes ou apds o desenvolvimento do molde. A partir de
10 dias, a 10 — 16 °C, observa-se o desenvolvimento do sabor e corpo do queijo. Sua altura
maxima ¢ de 5 cm e seu peso varia de 500 a 2000 g, a formagdo e maturagdo da casca
(protedlise) ocorre da superficie para o centro e ¢ causada pela adicdo do fungo Penicillium
candidum ou Penicillium camembert.

Apesar de ndo dispor de uma legislagdo especifica para sua fabricacao, o queijo tipo
brie no Brasil, deve seguir as exigéncias dispostas pelo Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Queijos, Portaria n® 146 de 07 de mar¢o de 1996 do Ministério da Agricultura e
do Abastecimento, que classifica os queijos quanto ao tipo de coagulacdo, tratamento térmico,
conteudo de umidade, gordura e maturacao (BRASIL, 1996).

A Portaria n® 146/96 veio complementar o Regulamento da Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal, considerando as Resolu¢des Mercosul/ GMC
numeros 69/93, 70/93, 71/93, 72/93, 82/93, 16/94, 43/94, 63/94, 76/94, 78/94,79/94 que
aprovam os Regulamentos Técnicos de Identidades e Qualidades de Produtos Lacteos, bem
como a necessidade de padronizacao dos Métodos de Elaboracdo dos Produtos de Origem
Animal no que se refere aos requerimentos técnicos de identidade e qualidades de produtos
lacteos.

O item 3.2 da Portaria n° 146/96 traz a classificacdo dos queijos, baseada em suas

variedades:

A seguinte classificac@o se aplicara a todos os
queijos e ndo impede o estabelecimento de
denominacdo e  requisitos mais  especificos,
caracteristicos de cada variedade de queijo que
aparecerd, nos padrdes individuais. 2.2.1. De acordo
com o conteudo de matéria gorda no extrato seco, em
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percentagem, os queijos classificam se em: — Extra
Gordo ou Duplo Creme: quando contenham o minimo
de 60% — Gordos: quando contenham entre 45,0 e
59,9% — Semigordo: quando contenham entre 25,0 e
44,9% — Magros: quando contenham entre 10,0 ¢ 24,9%
— Desnatados: quando contenham menos de 10,0%
2.2.2. De acordo com o conteido de umidade, em
percentagem, os queijos classificam se em: — Queijo de
baixa umidade (geralmente conhecidos como queijo de
massa dura): umidade de até 35,9%. — Queijos de média
umidade (geralmente conhecidos como queijo de massa
semidura): umidade entre 36,0 e 45,9%. — Queijos de
alta umidade (geralmente conhecido como de massa
branda ou “macios”): umidade entre 46,0 ¢ 54,9%. —
Queijos de muita alta umidade (geralmente conhecidos
como de massa branda ou “mole”): umidade nao
inferior a 55,0%. 2.2.2.1. Quando submetidos ou ndo a
tratamento térmico logo apos a fermentagdo, os queijos
de muita alta umidade se classificardo em: — Queijos de
muita alta umidade tratados termicamente. — Queijos de
muita alta umidade.

Ja o item de n° 4 da Portaria descreve as determinacdes acerca da composicao e

requisitos da fabricagdo dos queijos:

1. Composig¢ao. 4.1.1. Ingredientes
Obrigatorios. 4.1.1.1. Leite e/ou Leite Reconstituido
(integral), semidesnatado, desnatado e/ou soro lacteo.
Entende se por leite o proveniente das espécies bovinas,
caprina, ovina ou bubalina. Quando ndo existe uma
referéncia especifica, entende se como leite da espécie
bovina. 4.1.1.2. Coagulante apropriado (de natureza
fisica e/ou quimica e/ou bacteriana e/ou enzimatica).
4.1.2. Ingredientes Opcionais. Cultivos de bactérias
lacteas ou outros microrganismos especificos, cloreto de
sodio, cloreto de calcio, caseina, caseinatos, solidos de
origem lactea, condimentos ou outros ingredientes
opcionais permitidos somente conforme o previsto,
explicitamente, nos padrdes individuais definidos para
variedade de queijo. 4.2. Requisitos. 4.2.1. Os queijos
deverdo obedecer aos requisitos fisicos, quimicos ¢
sensoriais proprios de cada variedade, estabelecidos no
padrao individual correspondente. 422.
Acondicionamento: poderdo ser acondicionados ou ndo,
e, dependendo da variedade de queijo de que se trata,
apresentarao envases ou envoltdrios
bromatologicamente aptos recobrindo a sua casca,
aderindo ou ndo @ mesma.

2.2 COMPOSICAO MICROBIOLOGICA DO QUEIIO TIPO BRIE

Certos microrganismos presentes em alguns alimentos causam alteragdes benéficas,
modificando caracteristicas originais de determinados produtos (FRANCO e LANDGRAF,
2008). As culturas laticas repdem as bactérias perdidas durante a pasteurizacdo do leite,

convertem a lactose em acido latico, garantindo um pH adequado para a coagulagdo através
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da renina do coalho. Influenciam no conteudo de umidade do queijo, bem como suas
caracteristicas sensoriais e de textura durante a maturagdo (CARDARELLI, 2006).

De modo geral, as bactérias laticas se dividem em mesofilicas e termofilicas,
apresentando temperaturas o6timas de 30-33 °C e 40-45 °C, respectivamente. As principais
espécies do grupo dos mesofilicos sdo Lactococcus lactis, Leuconostoc sp. € dos termofilicos
os Streptococcus thermophilus (GUIMARAES, 2011). Elas compdem a microbiota normal
que se desenvolve apos o processamento de alguns alimentos e possuem atividades
metabolicas que contribuem com caracteristicas sensoriais desejaveis nos produtos, inibindo
ou retardando a multiplicacdo de bactérias deteriorantes e patogénicas. Geralmente, agem por
exclusdo competitiva e sintese de substancias antagonistas como acidos orgénicos, diacetil,
peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (DUARTE et al., 2013).

Lactococcus lactis ¢ um organismo importante das bactérias acido lacticas que
secretam o acido lactico como um dos principais produtos fermentativos do metabolismo dos
carboidratos, contribuindo para prolongar a vida util e reduzir o conteudo de lactose. A
propriedade conservante de L. lactis também ¢ atribuida a seus metabolitos antimicrobianos
que incluem etanol, peroxido de hidrogénio, diacetil e acidos orgénicos, como acido latico,
acético e propionico. Nao apenas esses antimicrobianos evitam a deterioracao por inibi¢ao de
microrganismos patogénicos, mas também aprimoram sabor, aroma, aparéncia, cor € textura
distintos (KHEMARIYA et al., 2017).

Os 4cidos organicos criam um ambiente acido que leva a reducdo do pH intracelular
e a dissipagdo do potencial da membrana, desfavoravel ao crescimento de muitos
microrganismos patogénicos e deteriorantes. O acido organico interfere no funcionamento
normal das reacOes metabodlicas, isso ocorre devido a moléculas dissociadas através da
membrana celular (SUSKOVIC et al.,, 2010). Os dacidos geralmente exibem sua agdo
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como leveduras e
fungos, interferindo na potencialidade da membrana celular, inibindo o transporte ativo e as
fungdes metabolicas e reduzindo o pH intracelular (KHEMARIYA et al., 2017).

O género Lactobacillus acidophilus ¢ constituido da microbiota natural do trato
gastrointestinal e genital de animais ¢ do homem. L. acidophilus ¢ um bastonete nao
flagelado, gram positivo, intolerante ao sal, ndo formador de esporos, que produz acido latico
e pequena quantidade de acetaldeido, como produtos do metabolismo da lactose. Sua
multiplicagdo pode ocorrer em temperatura de até 45 °C, mas a temperatura 6tima estd entre

35 e 40 °C. O pH 6timo para multiplicacao esta entre 5,5 ¢ 6,0 (CARDARELLI, 2006).



19

Diversos pesquisadores relatam que cepas de L. acidophilus possuem atividade
antimicrobiana sobre varias bactérias patogénicas, inclusive E. coli e S. aureus. Além de
apresentar boa viabilidade no intestino, essa cultura probidtica possui propriedades
tecnoldgicas que o potencializa como um dos microrganismos probidticos mais utilizado na
tecnologia de queijos e diversos produtos lacteos (SAARELA et al., 2000).

No queijo tipo brie, o desenvolvimento do mofo branco na superficie promove
aparéncia caracteristica com atividades bioquimicas que produzem “flavor” e aroma
(LECLERCQ-PERLAT, 2004). O género Penicillium candidum, apresenta colOnias brancas e
constitui-se como ideal para a obten¢do deste tipo de queijo (JUDACEWSKI, 2015). A
cultura fingica desenvolve na superficie do queijo, um micélio branco apos o sétimo dia de
maturacdao, o qual metaboliza o lactato, desacidificando a superficie e produzindo amdnia
(NH;) (BERESFORD et al., 2001).

O crescimento fungico necessita de controle e ¢ essencial para a produgdo de aromas
pela biomassa, do mesmo modo que seu desenvolvimento € capaz de evitar contaminagao (LE
DREAN et al., 2010).

Para classificacdo dos fungos utilizam-se técnicas microscopicas que permitem
observar claramente sua estrutura. Verifica-se a composi¢do da amostra, através da
preparagao de laminas, que devem ser observadas através de todo campo, de forma que suas

estruturas sejam captadas e avaliadas (JUDACEWSKI, 2015).

2.3 PROCESSAMENTO DO QUEIJO TIPO BRIE

O processamento nacional de queijos tipo brie apresenta similaridade ao
processamento do queijo tipo camembert, tendo diferenca no didmetro de cada um. O queijo
tipo brie nacional, possui em média 20 cm de didmetro, matura num unico corpo e ¢
fracionado ap6s completar o ciclo de maturagao (PEREIRA, 2014).

Para a obtencdo de um queijo de boa qualidade, todas as etapas do processamento
devem ser controladas. O controle se inicia com a recep¢ao da matéria-prima, que deve ser de
boa procedéncia e apresentar propriedades microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais
satisfatorias (RIBEIRO, 2012).

O queijo pode ser obtido com leite cru ou com leite pasteurizado. O tratamento
térmico (pasteurizagcdo) pode ser obtido de forma rapida em temperatura alta (HTST- high
temperature short time), onde o leite ¢ aquecido de 72 a 75 °C/ 12 a 15 segundos ou
pasteurizacao lenta (LTLT — low temperature long time), onde o leite € aquecido de 62 a 65

°C por 30 minutos (BLACK, 2002).
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De acordo com Leite, Vaitsaman e Dutra (2006), apos a pasteurizagdo o leite perde
certa quantidade de bactérias laticas e uma porcao de calcio soluvel. A acidificagdo adequada
para o processamento ¢ promovida pelas bactérias laticas, sendo necessario, deste modo,
repor essas bactérias com a adi¢do de fermento latico, assim como, a reposi¢cdo do célcio a
partir do cloreto de calcio a 50% para melhoramento da coagulagdo da massa.

No protocolo de produgdo proposto por Ribeiro (2012), na fabrica¢dao de queijo tipo
brie, o leite deve ser submetido a pasteurizagdao rapida (72 a 75 °C/12 a 15 segundos). A
adi¢do do cultivo iniciador ¢ importante, pois cria condigdes que proporcionam caracteristicas
peculiares ao queijo (BERESFORD et al., 2001). Deste modo, apds a pasteurizagdo o leite ¢
resfriado a 34 °C para adicdo do fermento latico composto de Lactococcus lactis. A
inoculagdao por um determinado tempo em temperatura adequada favorece o crescimento do
cultivo iniciador (ORDONEZ, 2005). Nesta etapa também ¢é adicionado 1% de esporos de
Penicillium candidum e a solugao de cloreto de calcio a 50%.

Cerca de 30 minutos depois o pH do leite atinge 6,6, e entdo adiciona-se o coalho,
que coagula o leite através da acdo proteolitica de algumas proteinas (HORNE ¢ BANKS,
2004). Segundo ORDONEZ (2005) a coalhada pode ser formada pela acidificagio, que pode
ser ocasionada por acdo das bactérias laticas, acdo de enzimas provenientes do coalho ou
qualquer outra enzima coagulante.

Estudos preconizados por Horne e Banks (2004) relataram que, com a adi¢ao do
coalho, a micela ¢ desestabilizada pela o-caseina rompendo os aminoacidos fenilalanina,
provocando a liberacdo das o, 0, p € K- caseina que se ligam aos ions de calcio. Com isto,
formam o paracaseinato de calcio e originam a coalhada.

Apos a formagao da coalhada (30 a 45 minutos), ¢ realizado o corte com liras em
cubos. Quando se deseja obter queijos moles, o recomendado ¢ que o corte da coalhada seja
feito com granulos maiores, permanecendo em repouso por aproximadamente 10 minutos
(ORDONEZ, 2005). A mexedura deve ser feita de forma lenta, com finalidade da dessora do
cubo, até que os graos atinjam o tamanho de um dado (RIBEIRO, 2012).

A massa ¢ enformada (em formas de PVC), ndo realizando a prensagem, uma vez
que a moldagem dé-se com o peso da propria massa (VERNAM e SUTHERLAND, 1995).
Sao realizadas viragens em diferentes momentos: 30 e 45 minutos apos a enformagem, 60
minutos apos a primeira viragem, 30 minutos apos a terceira viragem, 60 minutos apos a
quarta viragem e 30 minutos ap0s a quinta viragem, para auxiliar na dessora e no formato do

queijo.
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Os queijos s3o entdo desenformados e salgados em salmoura com 20% de sal por 50
minutos. O sal presente na salmoura ajuda na remog¢do da agua superficial, contribui para a
sinérese, evita o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e contribui para o sabor do
queijo (BLACK, 2002). Em seguida, passam por um processo de secagem por uma hora (UR
80 — 85%; T=10/12 °C). Logo apds a saida da camara de secagem, os queijos sdo submetidos
a aplicagdo por aspersdao de uma solucao salina de esporos do Penicillium candidum (0,006%)
em todas as suas faces. Ap0s isso € realizada a maturacao com umidade relativa e temperatura
aproximada entre (UR 90%; T £ 10 °C) por trinta dias (RIBEIRO, 2012). As condi¢des ideais
para o crescimento do fungo Penicillium candidum consistem em baixas temperaturas ¢ alta
umidade relativa. O bom desenvolvimento do fungo, resulta na formacao do micélio branco

ao redor do queijo e uma boa maturagao.

2.4 MATURACAO DO QUEIIO

A maturagdo pode ser entendida como uma série de processos fisicos, bioquimicos e
microbiologicos que ocorre em todos os queijos, exceto aqueles que sdo consumidos frescos.
Sua finalidade ¢ conferir aos queijos caracteristicas organolépticas especiais, o0
envelhecimento promove acentuagdo nos atributos sensoriais que ddo aos queijos
caracteristicas singulares (SOUSA, ARDO e MCSWEENEY, 2001; PERRY, 2004;
MARGALHO, 2020).

As reacdes envolvidas na maturagdo consistem em trés vias bioquimicas principais:
protedlise, lipolise e glicolise. Elas sdo responsaveis pelas mudangas fisico-quimicas e
sensoriais observadas em queijos maturados, essas mudancas estdo relacionadas ao
desenvolvimento da cor, textura e aroma. Inicialmente ocorre a glicolise que consiste na
conversdao da lactose em 4cido latico e demais 4cidos organicos. Em seguida ocorre a
proteolise, que consiste na hidrolise das proteinas do leite em peptideos de médio peso
molecular, atingindo niveis de aminoacidos, modificando a textura e contribuindo para o
aroma e sabor dos queijos. A lipdlise ocorre originalmente pela acao das lipases naturais do
leite ou de culturas laticas, que hidrolisa os lipideos em acidos graxos e contribui fortemente
no aroma (FOX et al., 2000; MARGALHO, 2020).

As enzimas que regem estas reagdes sao a quimosina (renina) ou substitutos de
renina, enzimas provenientes do proprio leite, culturas iniciadoras eventuais e de culturas ndo
iniciadoras. As enzimas fornecem peptideos que atuam como substratos para as enzimas
intracelulares da microflora do queijo e s3o responsaveis pela liberagdo de aminoacidos.

Estudos relatam que os aminodcidos contribuem para o desenvolvimento do flavour
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caracteristico no queijo € que sdo precursores de seus componentes volateis. Fatores como
tempo, pH, concentragdo de sal e temperatura também afetam o processo de maturagdo
(LAW, 1987, MARGALHO, 2020).

O indice de maturacdo ¢ medido pela degradacdo de caseina, através da avaliagdo da
propor¢do entre nitrogénio total e nitrogénio soluvel, assim denominado o nitrogénio oriundo
de matéria organica. E esperado que o indice aumente com o avang¢o da maturagdo. Estudos
diversos tém utilizado a eletroforese capilar e a cromatografia, para acompanhar a degradacao
da caseina através da separagdo das proteinas com base no peso molecular, permitem o
acompanhamento da hidrolise em componentes menores e, portanto, conferem um melhor
entendimento dos processos proteoliticos envolvidos na maturacao (OTTE et al., 1997,
BALDINI, 1998).

A maturacdo dos queijos ¢ feita, na maioria dos casos, em camaras com controle de
temperatura e umidade. Geralmente a temperatura varia de 10 °C a 12 °C enquanto a umidade
varia de 85% a 90%. O tempo varia de acordo com o tipo, podendo ir de poucas semanas a
muitos meses (EMBRAPA, 2008).

Na fabricacao de queijos com adi¢do de Penicillium candidum, estudos relatam que
apos cerca de oito dias de maturacdo, o mofo branco torna-se visivel na superficie do queijo;
com doze dias, surge como um feltro ou manto branco e ¢ quando os queijos podem ser
embalados. Em cerca de trés semanas de maturagdo, o queijo ja pode ser consumido, mas se

esperadas mais duas semanas, o sabor do queijo se torna mais pronunciado e ele fica mais

untuoso (SUZUKI, GARCIA e MORA, 2011).

2.5 PROBIOTICOS - Lactobacillus acidophilus

Diversos autores (REID, 2001; FAO/WHO, 2001; HILL et al., 2014; GOVENDER et
al., 2014; MEDEIROS JUNIOR et al., 2019) relatam que os probidticos sdo microrganismos
vivos, que quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro sendo utilizados como complemento alimentar para humanos e animais,
permitindo o aumento da resposta imune, redu¢do do colesterol, redu¢do dos efeitos da
dermatite atdpica, diarreia, intolerancia a lactose, constipacao e infec¢do do trato urinario.

Os microrganismos probidticos geralmente estdo disponiveis como concentrados de
cultura na forma seca ou congelada para serem adicionados a um alimento para usos
industriais ou domésticos. Podem ser consumidos como produtos alimenticios ou como
suplementos alimentares, produtos em po, capsula ou comprimido. A maioria dos produtos

probidticos ¢ classificada como alimento funcional, estima-se que os alimentos probioticos
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compreendam entre 60% e 70% do mercado total de alimentos funcionais (GRANATO et al.,
2010; KOLOZYN-KRAJEWSKAA e DOLATOWSKI, 2012; HENNESSY, 2013;
TRIPATHI e GIRI, 2014).

Segundo Tripathi e Giri (2014), o aumento da conscientizacdo dos consumidores
sobre o impacto dos alimentos na saide tem ocasionado um crescimento na demanda por
alimentos funcionais probiodticos. O que tem fomentado um grande numero de evidéncias
tedricas e experimentais para incorporagdo de probidticos em produtos lacteos como leites
fermentados, sorvetes, iogurtes e varios tipos de queijos (GOETZKE, NITZKO e SPILLER,
2014; MARTIROSYAN e SINGH, 2015; REYNOLDS e MARTIROSYAN, 2016).

Para que as bactérias sejam classificadas como probioticas alguns critérios sao
exigidos, devem possuir propriedades tecnoldgicas adequadas que permitam seu
processamento em larga escala com incorporacdo a produtos alimenticios sem perder a
viabilidade e funcionalidade at¢ o momento do consumo, ndo produzir substincias
indesejaveis quanto ao flavor e textura, sobreviver a passagem através do trato gastrintestinal
e chegarem vivos no local de agdo. Os géneros aos quais pertencem as bactérias devem ser de
origem humana além de ser seguro para consumo humano, ter historico de nao patogenicidade
e ndo possuirem genes determinantes de resisténcia a antibidticos (SAARELA et al., 2000;
VANDENPLAS, HUYS e DAUBE, 2015; SILVA et al., 2015; KUMAR ¢ KUMAR, 2016).

A legislagao brasileira estabelece que o nimero minimo viavel de cultura probiotica
deve ser entre 10® ¢ 10° UFC por por¢do diaria do produto que corresponde ao consumo de
100 g de um produto que contenha 10° a 107 UFC/g (BRASIL, 2005). A utilizagdo de queijos
com a adi¢do de probidticos apresenta-se como uma alternativa vantajosa para a industria de
laticinios.Apresentam maior teor de lipideos, elevada disponibilidade de nutrientes, matriz de
textura densa, pH mais elevado em relacdo a leite fermentados e iogurtes, produzem acido
latico, peroxido de hidrogénio, bacteriocinas, etanol, e consequentemente inibem o
crescimento de bactérias patogé€nicas como Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureuse atuam em sua bioconservacgio (RIBEIRO, SIMOES e JURKIEWICZ,
2009; KARIMI, MORTAZAVIAN e CRUZ, 2011; PADILHA, 2013; LIMA et al., 2014;
VARGAS et al., 2017).

Fatores como acidificagdo do produto final, &cidos produzidos durante o
armazenamento, nivel de oxigénio no produto, permeacao do oxigénio através da embalagem
e compostos antimicrobianos presentes no leite, podem influenciar a sobrevivéncia destas
bactérias podendo ocasionar redugdo em sua contagem (KAILASAPATHY e CHIN, 2000;
LIMA et al., 2014). Segundo Ranadheera, Baines e Adams (2010), o teor de gordura, a
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concentragdo e o tipo de proteinas e carboidratos, bem como propriedades fisico-quimicas
como pH, atividade de dgua (Aw) também sdo fatores que podem afetar o crescimento ¢ a
sobrevivéncia do microrganismo probidtico no alimento.

Flimelova et al., (2013) desenvolveram queijo fresco utilizando dressing fermentado
com e sem culturas probioticas de Lactobacillus acidophilus e inulina. Os resultados obtidos
indicam que todas as amostras (controle, somente com probidtico e com probidtico e
prebiodtico) alcangaram contagem de bactérias laticas superiores a 10° UFC/g durante todo o
periodo de armazenamento. A populacdo de microrganismos probidticos aumentou no sexto e
15° dia de armazenamento. Os autores concluiram que a redug¢do da carga microbiana pode
estar relacionada com a produgdo intensiva de 4cido lactico produzido pelas culturas
probidticas e € o principal inibidor do crescimento microbiano.

O mesmo foi verificado por Ribeiro, Simdes e Jurkiewicz (2009), que elucidam a
sobrevivéncia do L. acidophilus adicionado nas concentragdes 10 ; 107; 108 UFC/g no queijo
de minas frescal apds 28 dias de armazenamento e verificaram que o decréscimo da
populagdo da bactéria probidtica, ao longo do tempo, nao foi significativo.Chaves(2014) em
seu estudo com queijo Prato probidtico relata que a contagem de Lactobacillus acidophilus
mostrou-se viavel, uma vez que ndo alterou a composi¢do fisico quimica dos produtos, nem

seu comportamento durante a maturagdo de 60 dias.

2.6 TRATAMENTO TERMICO DO LEITE PARA PRODUCAO DE QUEILIO

A legislagdo, em nome da seguranca alimentar, vem inibindo a elaboragdo e
comercializacdo de queijos produzidos a partir de leite cru e com maturagao inferior a 60 dias,
exigindo a pasteurizacao do leite para a fabricagdo de queijos como solug¢do para inocuidade
do produto industrial. No entanto, queijos produzidos com leite cru possuem aroma particular
e propriedades organolépticas tipicas, que se associam a atributos do préprio leite,
relacionados a raga e ao tipo de nutri¢ao das vacas, a microbiota autoctone responsavel pela
fermentagdo e maturagdo. Essa legislacdo gera, as vezes, situacdes de dificil solucdo. A
microbiota presente no leite cru pode atuar como uma fonte direta na fabricacdo dos queijos,
ou como uma fonte indireta enriquecendo a microbiota do ambiente de fabricagcdo de queijos
(GIANNINO, 2009; MONTEL et al., 2014; CARVALHO, 2015).

O uso de fermento latico, especifico ao tipo de queijo que se deseja obter, age como
inibidor de alguns microrganismos indesejaveis e confere ao queijo caracteristicas tipicas, por
conter diversos grupos microbianos que direcionam a fermentagdo e maturacdo do queijo,

conferindo ao produto final uma microbiota diversificada (MARTINS et al., 2014).
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A maturacdo ¢ uma das formas utilizadas para melhorar a qualidade microbiolédgica
desses queijos, ja que, por serem produzidos a partir de leite cru apresentam uma possivel
contamina¢do inicial. A maturacdo favorece a combinac¢do de fatores fisicos, quimicos e
microbioldgicos, considerados fundamentais para a estabilidade e seguranga microbioldgica
desses queijos. Corresponde ainda a fase de complexas transformagdes bioquimicas, que se
processam tanto na periferia como no interior da massa dos queijos, sob a a¢do de enzimas, na
sua maioria de origem microbiana (DORES e FERREIRA, 2013; MARTINS et al., 2014).

Diversos autores acreditam que o tempo de matura¢do de vinte dias associado ao
fermento especifico utilizado, sdo capazes de eliminar as bactérias patogénicas que possam
estar presentes no queijo. Essa situacdo ja foi enfrentada por produtores de outros paises,
entre os quais a Franga que possui um grande nimero de queijos produzidos com leite cru. Na
Franca, a solugdo veio através da implantagdo de boas praticas de manejo do gado, e higiene
rigorosa em todas as etapas de producdo do queijo, garantindo a qualidade microbioldgica do
produto e preservando a saude do consumidor. O mesmo vem sendo realizado em Minas
Gerais com apoio do governo estadual e de organizagdes nao governamentais, inclusive com a
participag@o de produtores franceses (CERRI, 2002).

O Decreto N° 9.013/2017, publicado em 29 de margo de 2017, excluiu a obrigagdo
de pasteurizagdo ou outro tratamento térmico do leite que se destine a elaboragdo de queijos
submetidos a um processo de maturacdo a uma temperaturasuperior a 5 °C durante um
periodo ndo inferior a 60 dias, o periodo minimo de maturacao dos queijos pode ser alterado,
apos a realizag¢do de estudos cientificos conclusivos sobre a inocuidade do produto. A nivel
estadual, cada estado vem estruturando sua legislagdo de acordo com a realidade de sua
producao (BRASIL, 2017). Em 18 de Julho de 2019, foi sancionada a Lei n° 13.860 que
permite a ndo pasteurizacdo do leite para fabricacdo de queijo artesanal, contudo, a
aplicabilidade fica restrita a queijarias situadas em estabelecimento rural, com vinculagdo e
valorizacdo territorial, regional ou cultural. Nao ¢ considerado queijo artesanal aquele feito
em industria de laticinios, mesmo que em seu registro no 6rgdo competente possua
autorizacdo para inserir no rétulo os termos “artesanal” ou “tradicional” (BRASIL, 2019).

Algumas pesquisas vém tentando estabelecer um tempo de maturagdo inferior ao
periodo de 60 dias previstos na legislacdo federal, sem comprometer a qualidade sanitaria e
sensorial do alimento (SALES, 2015; STIVAL, 2016; BEZERRA, 2018). Resultados bem
sucedidos dessas pesquisas podem favorecer o desenvolvimento de uma nova tendéncia de
mercado para queijos, pois contribuirdo para a geragdo de um produto com maior seguranga

alimentar, valor de mercado agregado e maior lucro na comercializagdo. Entretanto, a adogao
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de Boas Praticas de Fabricagdo ¢ fundamental para a obtencdo de um queijo seguro (SALES,
2015).

Azeredo (2004) e Tonelli (2013) descrevem que, a pasteurizagdo consiste em
submeter o leite a um nivel de aquecimento onde todos os microrganismos patogénicos
presentes neste alimento sejam destruidos. E importante que este processo nio cause
alteragdes fisico-quimicas e sensoriais €, também, nao altere o valor nutritivo do produto. O
leite pasteurizado deve ser garantido do ponto de vista higi€nico-sanitario, deve apresentar
caracteristicas semelhantes, a0 maximo, ao produto natural e, além de apresentar maior vida
de prateleira, pois hd a destruicdo de, aproximadamente, 99% dos microrganismos
deteriorantes presentes no leite. O processo de pasteurizacdo pode ocorrer de diferentes
formas levando em consideracdo o tempo e a temperatura.

Com a pasteurizacdo do leite, parte do calcio relacionado a proteina é abreviado
prejudicando diretamente a formagdo de uma coalhada apropriada. Este problema geralmente
¢ corrigido com adi¢do de calcio na forma de cloreto de calcio na dosagem em solugao
aquosa, de 40 a 50 mL para cada 100 litros de leite previamente pasteurizado, sem excesso,
sob pena de resultar em sabor amargo. Igualmente, ndo pode ser aplicado em quantidade
insuficiente, pois formaria uma coalhada fraca. O cloreto de célcio promove uma boa
coagulagdo assegurando uma coalhada mais firme e compacta, prevenindo perdas de solidos
no soro, reduzindo o tempo de coagulagdao e melhorando a extrusao do soro e o rendimento do

produto (NASSU, MACEDO e LIMA, 2006, MATOS et al., 2015).
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL

O leite bovino utilizado na pesquisa foi fornecido por uma pequena propriedade
localizada na cidade de Bananeiras — PB. Esse, foi ordenhado e coletado no periodo da tarde,
sendo posteriormente resfriado a 4 °C e transportado em garrafdes plasticos, previamente
esterilizados, e conduzido até o laboratorio onde foi realizada a pesquisa.

Os queijos tipo brie foram obtidos com leite cru e leite pasteurizado para posterior
comparacdo dos resultados das suas caracterizacdoes. As amostras foram recepcionadas e
tratadas no Laboratério de Tecnologia de Leite e Derivados do Centro de Tecnologia da
Universidade Federal da Paraiba, onde se retiravam aliquotas para pasteuriza¢do rapida. A
pasteurizagao foi realizada conforme a IN 51 (BRASIL, 2002): aquecimento a 75 °C por 15
segundos, seguida de choque térmico em banho de agua e gelo. As mesmas foram
armazenadas em recipientes de vidro, com tampa rosquedvel previamente esterilizadas e
seguiram para caracterizagdes microbiologicas e fisico-quimicas. Posteriormente no
processamento dos queijos, o leite passou pelo mesmo procedimento, a amostra foi dividida
em duas: uma parte foi processada em sua forma in natura e outra sofreu o tratamento
térmico.

As culturas de bactérias laticas utilizadas foram adquiridas mediante compra, sendo
adicionadas ao leite de acordo com as instru¢des dos fabricantes por inoculacdo direta. A
cultura comercial liofilizada de Lactobacillus acidophilus LYO 10 foi fornecida pela Howaru
Premium Probiotics, enquanto a cultura comercial de Lactococcus lactis MA 11 LYO e
esporos do fungo Penicillium candidum PC 12 LYO, foram fornecidas pela Choozit Danisco.

Ambas foram mantidas sob congelamento a -18 °C até o momento de uso.

3.2 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA DO LEITE

3.2.1 Preparo das amostras

Aliquotas de 25 mL de leite cru e de leite pasteurizado, previamente
homogeneizadas, foram transferidas para frascos com 225 mL de 4gua peptonada 0,1%.
Posteriormente, aliquotas de 1 mL desses frascos (diluigdo 10-!) foram transferidas para tubos
contendo 9 mL da mesma solu¢do diluente, formando a dilui¢do 102, Esse procedimento foi
repetido até a obtencdo das demais diluigdes decimais seriadas usadas. A cada transferéncia,

as amostras foram devidamente homogeneizadas (BAMOnline, 2020).
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3.2.2 Anélises microbiologicas

Diluigdes das amostras de leite cru e de leite pasteurizado foram submetidas a
contagem de microrganismos mesofilos aerobios totais, por plaqueamento em superficie em
agar padrdo para contagem, com incubacdo a 35 + 1 °C/48 h + 2h e a contagem de
microrganismos aerobios psicrotréficos, por plaqueamento em superficie, utilizando agar
padrdo para contagem, com incubacdo a 7 £ 1 °C/10 dias, ambas com resultados expressos
como UFC/mL. Ainda, foram determinados coliformes totais e coliformes termotolerantes,
pelo método do Numero Mais Provavel (NMP), cujos resultados foram expressos como
NMP/mL, obtidos a partir da consulta a tabela de probabilidade de Hoskin. Todas essas
analises foram realizadas de acordo com as metodologias descritas no Bacteriologycal

Analytical Manual- BAM (BAM Online, 2020).

3.3 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA DOS QUEIIOS

Os queijos obtidos foram submetidos as seguintes andlises microbioldgicas:
contagem de coliformes totais e termotolerantes e pesquisa de Salmonella e Staphylococcus
aureus.

Em todas as analises microbioldgicas, exceto na pesquisa de Salmonella, porgdes de
25 g de queijo foram transferidas para um copo de liquidificador, previamente esterilizado,
juntamente com 225 ml de 4gua peptonada 0,1%, para serem homogeneizadas em baixa
rotagdo, por 1-2 min. A partir dessa suspensdo (diluigdo 10-!) foram preparadas as demais
diluicdes decimais das amostras, utilizando a mesma solugdo diluente. Para a pesquisa de
Salmonella, foi necessaria a utilizacdo de outra unidade analitica de 25 g, obtida a partir do
mesmo queijo, tendo em vista que essa amostra ndo foi diluida, mas sim enriquecida (BAM
Online, 2020).

A contagem de coliformes totais ¢ termotolerantes foram realizadas do mesmo modo
descrito no item 3.2.2. Para a pesquisa de Salmonella spp, aliquotas de 25 g das amostras
foram submetidas as etapas de pré-enriquecimento em caldo lactosado, enriquecimento nos
caldos tetrationato e Rappaport e isolamento diferencial em agar Sal/monella-Shigella, éagar
bismuto sulfito e agar xilose lisina desoxicolato. Em cada uma dessas etapas, as amostras
foram incubadas a 35 °C por 18-24 h. Para fins de confirmacdo preliminar, as colonias
suspeitas de Salmonella foram submetidas aos testes em agar triplice acgticar ferro (TSI) e
agar lisina ferro (LIA), conforme descrito no Bacteriologycal Analytical Manual- BAM (BAM
Online, 2020).
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Para pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva foi utilizado o meio seletivo agar
Baird Parker (ABP-Merck) enriquecido com gema de ovo, incubagdo a 35 °C por 48 h. Apos
incubagdo, procedeu-se a contagem presuntiva do ntimero de colonias que apresentavam
caracteristicas tipicas: colonias circulares, pequenas, negras, brilhantes, lisas, convexas, com
anel opaco, rodeado por um halo claro transparente, destacando-se sobre a opacidade do meio.
As coldnias suspeitas foram semeadas no caldo infusdao de cérebro e coragdao (BHI) a 35 °C +
2 °C por 18-24 h para prova de coagulase e a partir do subcultivo crescido no agar TSA, a
prova de catalase. Também a partir deste meio sdo feitos esfregagos corados pelo método de
gram, observando-se a presenga de cocos gram positivos, conforme descrito no

Bacteriologycal Analytical Manual- BAM (BAM Online, 2020).

34 AVALIACAO DA VIABILIDADE DAS CULTURAS INICIADORAS E DO
PROBIOTICO

A viabilidade das culturas iniciadoras adicionadas aos queijos foi avaliada com base
nas contagens seletivas de Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus e Penicillium
candidum. Para a realizacdo dessas analises, amostras de queijo foram diluidas em agua

peptonada 0,1% do mesmo modo descrito no item 3.3.

3.4.1 Contagem seletiva de Lactococcus lactis

Para a contagem seletiva de L. lactis, foram utilizados dois diferentes meios de
cultura, amplamente recomendados na contagem de estreptococos laticos: agar M17 e dgar ST
(Tharmaraj e Shah, 2003). Ainda, foi avaliado o desempenho de um terceiro meio de cultura
mais acessivel e de menor custo, o dgar ST modificado pela adi¢do de acido ascorbico e
sulfato de magnésio, ambos ingredientes adicionados nas mesmas concentragdes encontradas
no agar M17. Para obtencao de 300 mL de meio ST, utilizou-se agar (4,5 g), triptona (3 g),
extrato de levedura (1,5 g), sacarose (3 g), fosfato de potassio dibasico (0,6 g). Na obtencao
de 300 mL de meio ST modificado, utilizou-se agar (4,5 g), triptona (3 g), extrato de levedura
(1,5 g), sacarose (3 g), fosfato de potassio dibasico (0,6 g), acido ascorbico (0,15 g), sulfato
de magnésio (0,0936 g) com incubagdo a 37 °C. Todas as placas foram inoculadas com 0,1
mL das dilui¢des das amostras selecionadas (10> a 10-4), utilizando a técnica de semeadura
em superficie, e incubadas invertidas em estufa bacterioldgica a 37° C, durante 48 horas. Apos

incubacao, placas com 25-250 coldnias foram contadas, utilizando um contador de coldnias, e
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os resultados foram expressos em UFC/g. Para fins de confirmacdo, foram selecionadas 5

coldnias, por placa, para serem submetidas a coloracdo de Gram e ao teste de catalase.

3.4.2 Contagem presuntiva de Lactobacillus acidophilus

A contagem presuntiva de L. acidophilus foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Aljewicz et al. (2014), modificada somente por substituicdo da incubagao
anaerdbica pela incubagdo em microaerofilia (APHA, 2001). A contagem foi realizada em
agar MRS, utilizando a técnica de semeadura em profundidade. Ainda, foi adicionada uma
sobrecamada do mesmo meio de cultura, para criar condigdes microaerofilicas. Apods
solidificacdo do meio de cultura, as placas foram invertidas e incubadas em estufa a 37 °C por
72 horas. Apos incubagdo, placas com 25-250 colonias foram contadas, utilizando um
contador de colonias, e os resultados foram expressos em UFC/g. Para fins de confirmacao,
foram selecionadas 5 coldnias, por placa, para serem submetidas a coloragdo de Gram e ao

teste de catalase.

3.4.3 Contagem de Penicillium candidum

A contagem de Penicillium candidum foi realizada em trés diferentes meios de
cultura: dgar Batata Dextrose acidificado, dgar YM e 4gar Sabourod Dextrose. Diluicdes das
amostras foram inoculadas nas placas utilizando a técnica de semeadura em superficie. Apds
solidificagdo dos meios de cultura, as placas foram incubadas em B.O.D. a 25 °C, por 5 dias.
A contagem foi realizada em contador de colonias mecanico e os resultados expressos em
esporos/g.

Para fins de confirmagdo, uma colonia tipica de Penicillium candidium foi
selecionada e submetida a técnica de microcultivo em lamina. Foi utilizada uma lamina com
um bloco de agar Batata Dextrose acidificado, onde foi realizado o repique do fungo, em
seguida uma laminula foi colocada sobre a repicagem e o conjunto foi incubado em placa de
Petri estéril por 3 dias a 25 °C. Apos esse tempo o fungo apresentou crescimento na superficie
da laminula, ela foi corada com lactofenol de Amann e levada ao microscopio para

visualizacdo da estrutura do fungo (LARONE, 2002).

3.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO LEITE

A caracterizagdo fisico quimica foi realizada no Departamento de Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal da Paraiba no Centro de Tecnologia. As andlises de

acidez titulavel, densidade a 15 °C e pH foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de
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Leite e Derivados, proteinas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica de Alimentos,

gordura, extrato seco total e extrato seco desengordurado no Laboratorio de Tecnologia de

Alimentos.

As caracterizagdes foram determinadas do seguinte modo:

Acidez titulavel: determinada pelo método de titulacdo com hidroxido de sédio 0,1 N
(solugd@o Dornic), empregando-se o indicador fenolftaleina a 1% (IAL, 2005);
Densidade a 15 °C: a densidade do leite foi determinada utilizando
termolactodensimetro (IAL, 2005);

Gordura: o teor de gordura (g/100 g) das amostras de leite foi determinado pelo
método butirométrico de Gueber (IAL, 2005);

Proteina: o nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl e o resultado
total convertido em porcentagem de proteina (% m/m) foi obtido multiplicando pelo
fator 6,38 (IAL, 2005);

Extrato seco total e desengordurado: o extrato seco total (% m/m) foi determinado
com o auxilio do disco calculador de Ackermann, levando em consideracdo o teor de
gordura e densidade a 15 °C. O extrato seco desengordurado foi obtido por calculo de
diferencga (IAL, 2005);

pH: o potencial hidrogenionico foi determinado eletrometricamente com a utilizagao

de um potenciometro (IAL, 2005).

3.6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Os queijos tipo brie foram processados em uma batelada, sendo processados cinco

formulacdes. Conforme Figura 1.

Figura 1: Procedimento experimental para elaboracao de queijos tipo brie.
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Processamento - 1 batelada

l 3 tratamentos - tipos de queijos ‘

| J
QLCSP L QLCCP QLPSP* ( QLPSP** } [ QLPCP J

| | | l |

[ Avaliacdo microbiologica, viabilidade da cultura probiotica, avaliacio J

L Queijo tipo brie obtido com leite bovino

fisico quimica e eletroforese apés trinta dias de maturacgéo

QLCSP: Queijo com leite bovino cru, contendo a cultura mesoéfila iniciadora composta de
Lactococcus lactis e cultura secundaria composta de Penicillium candidum e sem adicao de

probiotico.

QLCCP: Queijo com leite bovino cru, contendo a cultura mesofila iniciadora composta de L.
lactis, cultura secundaria composta de P. candidum e cultura latica de Lactobacillus

acidophilus.

QLPSP*: Queijo com leite bovino pasteurizado, contendo a cultura iniciadora composta de

L. lactis, cultura secundaria composta de P. candidum e sem adi¢ao de probidtico.

QLPSP**: Queijo com leite bovino pasteurizado, contendo cultura iniciadora composta de
L. lactis, cultura secundaria composta de P. candidum, sem adi¢cdo de cloreto de célcio e

probiotico.

QLPCP: Queijo com leite bovino pasteurizado, contendo cultura iniciadora composta de L.

lactis, cultura secundaria composta de P. candidum e cultura latica de L. acidophilus.

Quatro tratamentos foram adicionados de solucdo de cloreto de calcio (50%), para
averiguar a a¢do do cloreto de calcio em relacio a rendimento e melhoramento de
caracteristicas fisico-quimicas, obteve-se um tratamento sem a adicdo da solu¢do para
posterior comparagdo. Para caracterizagdo os queijos foram maturados a 10 °C £ 2 °C durante
trinta dias. As analises propostas no estudo foram realizadas em triplicatas.

Foram realizadas estatisticas descritivas simples com média, desvio padrio e

coeficiente de varidncia com os dados obtidos em todas as caracterizagdes obtidas.
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3.7 PROCESSAMENTO DO QUEIJO TIPO BRIE

Para producdao dos queijos, foi utilizado o protocolo de produgdo proposto por
Ribeiro (2012), com adaptagdes. A amostra foi dividida em duas, sendo uma aliquota mantida
in natura e outra submetida a tratamento térmico de pasteurizagdo rdpida, 75 °C por 15
segundos, apds aquecimento o leite foi resfriado a 34 °C. Em seguida, o processamento foi o
mesmo das amostras obtidas com leite in natura.

Inicialmente, para cada 10 litros de leite processado, foi adicionado o fermento latico
composto de Lactococcus lactis (0,18 g), Penicillium candidum (0,5 g) e a cultura probiotica
Lactobacillus acidophilus (1 g) em dois tratamentos. Foi adicionado também 3 mL de uma
solucdo de cloreto de calcio (50%) e 45 minutos depois se incorporou o coalho, permitindo a
coagulagdo por aproximadamente 45 minutos. Apds a formagao da coalhada a mesma foi
cortada com liras em cubos, com tamanho entre 1,5 a 2,0 cm de aresta, permanecendo em
repouso por aproximadamente 20 minutos.

A mexedura foi realizada de forma lenta, por 5 minutos, para dessora do cubo. A
massa foi entdo enformada em formas de PVC, com fundo perfurado de 500 g, nao sendo
realizada a prensagem uma vez que a moldagem se deu com o peso da propria massa. A
prensagem influencia na textura e sinérese dos queijos (VERNAM, 1994) e como o queijo
tipo brie possui textura macia, os queijos nao foram submetidos a prensagem.

As viragens foram realizadas em diferentes momentos: 30 e 45 minutos apds a
enformagem, 60 minutos apds a primeira viragem, 30 minutos apds a terceira viragem, 60
minutos apds a quarta viragem e 30 minutos apos a quinta viragem, para auxiliar na dessora e
no formato do queijo.

A fase da fermentacdo ocorreu em aproximadamente quinze horas a 25 °C. Os
queijos foram entdo desenformados e salgados em salmoura com 20% de sal por 50 minutos.
A salmoura foi preparada um dia antes e mantida sob refrigeragdo, pois a temperatura ideal
para salga dos queijos ¢ de 8 a 12 °C.

Em seguida, passaram por um processo de secagem, onde os queijos foram dispostos
em bandejas plasticas e mantidos em B.O.D por uma hora com temperatura a + 10 °C. Logo
apds a secagem, os queijos foram submetidos a aplicagdo por aspersdo de uma solucdo de
esporos do Penicillium candidum (0,006 g de esporos + 100 mL de dgua destilada) em todas
as suas faces. Apos isso foi realizada a maturagdo por 30 dias a 10 °C. O ideal seria um
controle de umidade relativa na camara de matura¢ao em torno de 90%.

Na Figura 2, é possivel observar o fluxograma do processamento do queijo tipo brie

adaptado de Ribeiro (2012).



Figura 2: Processamento queijo tipo brie.
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Fonte: Adaptado RIBEIRO (2012).

3.8 RENDIMENTO

O rendimento de cada queijo foi estimado de duas maneiras:

4

Queijo tipo Brie
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a) Em litros de leite necessarios para a elaboracdo de um quilo (L/kg). Neste caso,

dividiu-se o volume de leite empregado pela soma da massa dos queijos obtidos. Conforme

metodologia proposta por Rossi (1998).

De acordo com o Codex Alimentarius (1973), para a produgdo de queijo tipo brie sdo

necessarios cerca de 8,2 litros de leite para a obtengdo de 1 kg de queijo. Foram utilizados 4,1

L de leite bovino por formulacao, objetivando a obten¢ao de 500 gramas de queijo por

formulagao.

b) Em gramas de sélidos totais de queijo por litro de leite (g ST/L) (SABOYA, 1998).

Para isto empregou-se a equagao:
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Onde,
R = rendimento
P = peso de queijo obtido
ST = percentagem de extrato seco dos queijos

V = volume de leite utilizado

3.9 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS QUELIOS

A caracterizagdo fisico-quimica dos queijos obtidos foi realizada no Departamento de
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal da Paraiba. As andlises de acidez titulavel
e pH foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, umidade e atividade de
agua foram realizadas no Laboratério de Engenharia de Alimentos.

As caracterizagdes foram realizadas do seguinte modo:

a) Gordura: o teor de gordura (g/100 g) das amostras de queijo foi determinado pelo
método butirométrico de Van Gulik (BRASIL, 2006).

b) Proteinas: o conteudo de nitrogénio total dos queijos foi determinado empregando-se o
método de micro Kjedahl, compreendendo as fases de digestdo, destilacdo e titulacao.
Resultados expressos em (g/100 g) (BRASIL, 2006).

c) Atividade de 4dgua: determinada através de método instrumental em medidor da marca
Decagon, modelo Aqualab lite, a temperatura constante (25,0 = 0,30 °C).

d) pH: o potencial hidrogenidnico foi determinado com a utilizagdo de um potencidometro
(BRASIL, 2006).

e) Cinzas: determinada em mufla a 550 °C. Resultados expressos em (g/100 g) (BRASIL,
2006).

f) Acidez titulavel: determinada pelo método de titulagdo com hidréxido de sodio 0,1
mol/L, empregando-se o indicador fenolftaleina a 1%. Resultados expressos em % de 4cido
latico (BRASIL, 2006).

g) Umidade: determinada em estufa a 105 °C. Resultados expressos em (g/100 g) (IAL,
2005).

h) Gordura no extrato seco: determinada pelo método indireto por meio da razio entre o

teor de umidade e gordura (BRASIL, 2006). Conforme equacao:
% GES = (% gordura) =+ (umidade - 100) x 100
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1) Extrato seco desengordurado: determinada pelo método indireto por meio da diferenga
entre GES e teor de gordura (BRASIL, 2006).

Os resultados foram tratados utilizando estatistica descritiva simples.

3.10 PERFIL ELETROFORETICO

A celetroforese dos queijos obtidos foi realizada no Laboratério de Quimica de
Alimentos da Universidade Federal da Paraiba. O método utilizado foi o de eletroforese em
gel de poliacrilamida com SDS modificado (LAEMMLI, 1970).

A solucao estoque de SDS (dudecil sulfato de soédio foi preparado com 5 g de SDS e
50 mL de agua desmineralizada). Para seguir com nitrato de prata, utilizou-se o gel corado
com comassie; a solugdo foi desidratada em solugdo de alcool etilico a 50% em trés etapas de
20 minutos cada. O gel foi colocado em solucdo de tiossulfato de sddio (20 mg/100 mL de
agua desmineralizada) por 1 minuto sob agitacdo vai e vem no recipiente. Realizou-se trés
lavagens rapidas com agua destilada, adicao da solucdo de nitrato de prata (200 mg de nitrato
de prata, 74 ul de formaldeido/ 100 mL de agua desmineralizada por 20 minutos. Realizou-se
trés lavagens rapidas com agua destilada e adicionou-se solugdo reveladora (6 g de carbonato
de sodio, 50 pl de formaldeido, 2 mL tiossulfato de s6dio/100 mL de 4gua desmineralizada).
A revelagdo foi parada com solugdo de &cido acético a 13% em agua apds 15 minutos.

Quanto menor a concentragdo de acrilamida mais aberto ¢ o poro do gel e
consequentemente, melhor ¢ a separacdo para proteinas de maior peso molecular. Dentre os
géis testes, o gel de separagdo foi preparado na concentracdo 7,5%. Para a corrida
eletroforética, a fonte elétrica foi regulada para a tensao de corrida no gel de concentracao (80
V), a corrente para 25 mA, iniciando a corrida. Quando a linha azul formada pelo marcador
da corrida (azul de bromofenol) ultrapassou a linha do gel de concentracdo (cerca de 2 horas
depois), o gel foi mantido em solugdo fixadora por uma hora e transferido para um recipiente
contendo solugdo corante. Permaneceu imerso, cerca de 12 a 14 horas (overnight), sendo
entdo transferidos para outro recipiente contendo solucao descorante, onde foi mantida por
cerca de 2 horas até atingir a coloracdo adequada. Foram obtidas imagens dos géis, com os
dados de mobilidade eletroforética relativa e massa molecular de cada fragdo protéica

detectada através da formagao das bandas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA DO LEITE

Os resultados das contagens de microrganismos mesofilos aerdbios, psicrotroficos,
coliformes totais e termotolerantes do leite bovino cru e leite bovino pasteurizado, estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados das contagens em placas (UFC/g) de microrganismos mesoéfilos e
psicrotroficos e da contagens de coliformes totais e termotolerantes (NMP/g), em amostras de
leite cru e pasteurizado, coletadas na cidade de Bananeiras, Paraiba.

Mesofilos . , ColiformesTo- Coliformes
iy e Psicrotroficos .
Amostra aerobios (UFC/mL) tais a 35°C Termotolerantes a
(UFC/mL) (NMP/ mL) 45 °C (NMP/ mL)
Leite Cru 2,3x 104 <1x10! 2.0 <0,3
Leite 2.8 x 102 <1x10 2.0 <03
Pasteurizado

UFC: Unidade Formadora de colonias. NMP: Numero Mais Provavel.

Os resultados das analises microbioldgicas realizadas no leite cru e no leite
pasteurizado utilizado nessa pesquisa (Tabela 1) foram comparados com os padroes
microbiologicos estabelecidos na Instru¢do Normativa - IN n® 62 de 29/12/2011, do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento — MAPA, exceto a contagem de
microrganismos psicrotroficos, por ndo haver padrio para esse grupo. Segundo essa
legislagao (BRASIL, 2011), o leite cru devera conter, no maximo, 10° UFC/mL de
microrganismos meso6filos aerobios mesoéfilos (contagem padrdo em placas) para poder ser
processado pela industria, na forma fluida ou em derivados lacteos. Para leite pasteurizado,
esse limite ¢ 8,0 x10* UFC/mL. Para leite pasteurizado, é exigido também que coliformes
totais e termotolerantes nao ultrapassem os limites de 4 NMP/mL e 2 NMP/mL,
respectivamente, condi¢do alcangada pelas amostras avaliadas. Com base nesses padrdes
microbiologicos, as amostras de leite cru e pasteurizado estavam adequadas para uso no
processamento dos queijos.

Esses resultados demonstraram que a pasteurizacao, quando realizada corretamente,
¢ eficiente na diminui¢do do nimero de microrganismos no leite. No entanto, sua eficacia
depende da concentragdo inicial na matéria prima.

Com relagdo as bactérias psicrotréficas, ndo foi verificada a formacdo de colonias
nas placas, demonstrando que esses microrganismos, se presentes, estavam em nimeros muito

baixos nas amostras de leite cru e leite pasteurizado analisadas (Tabela 1). A presenca de
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bactérias psicrotroficas no leite cru pode indicar condi¢des deficientes de higiene em sua
obtengdo e tempo prolongado de manutencdo do leite sob refrigeracdo antes do
processamento, dentre outros. Pinto, Martins e Vanetti (2006) relataram que, apesar de nao
existir regulamentacdo especifica para bactérias psicrotroficas no leite cru, ¢ imprudente a
fabricacdo de produtos a partir de matéria prima com contagem superior a 5,0 x 10 UFC/mL,
pois podem ocorrer alteragdes bioquimicas indesejaveis que limitam a vida de prateleira dos
produtos elaborados.

J& Adams e Moss (2000) consideram que nimeros de bactérias psicrotroficas a partir
de 1,0 x 10* UFC/mL podem resultar na produ¢do de enzimas termoestaveis que ocasionam
odor e sabor desagradaveis, além de coagulagdo do produto, diminuindo sua vida qutil.
Segundo Moraes et al., (2005), valores elevados de bactérias psicrotroficas constitui um risco
para o consumidor ndo somente devido a deterioracdo da matéria prima, mas pela provavel
presenga de géneros de bactérias como Pseudomonas e Listeria, que apresentam espécies
associadas a doengas transmitidas por alimentos.

Para coliformes totais e termotolerantes em leite cru ndo existem limites
microbiologicos estabelecidos na IN n® 62 de 29/12/2011, do MAPA (BRASIL, 2011).
Entretanto, nessa mesma legislagdo sdo exigidos limites maximos de coliformes totais e
termotolerantes em leite pasteurizado (4 NMP/mL e 2 NMP/mL, respectivamente). Com base
nesses padroes, o leite cru utilizado nessa pesquisa apresentou qualidade microbiolédgica

satisfatoria, estando portanto apto a utilizagdo no processamento dos queijos.

4.2 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA DOS QUEIJOS TIPO BRIE

Os resultados das contagens de coliformes totais e termotolerantes e da pesquisa de

Salmonella spp. nos queijos tipo brie elaborados nessa pesquisa estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Qualidade microbioldgica dos queijos tipo brie.

. Coliformes
Coliformes termotolerantes Salmonella spp./25 g
Amostra totais a 35°C . )
(NMP/g) ads5°C
(NMP/g)

QLCCP > 1100 > 1100 Ausente

QLCSP > 1100 > 1100 Ausente
QLPSP* <3,0 <30 Ausente
QLPSP** 150 23 Ausente

QLPCP <3,0 <3,0 Ausente

QLCCP: Queijo com leite cru e probidtico. QLCSP: Queijo com leite cru sem probidtico. QLPSP*: Queijo com leite pasteurizado sem
probidtico com cloreto de célcio. QLPSP**: Queijo com leite pasteurizado sem probidtico sem cloreto de calcio. Queijo com leite
pasteurizado com probidtico. NMP: Ntimero Mais Provavel.
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Considerando que os padrdes microbiologicos estabelecidos para queijos, em geral,
dependem do teor de umidade desses produtos e que os queijos obtidos nessa pesquisa
apresentaram umidade < 36%, o nimero maximo de Coliformes totais e termotolerantes
permitidos nesses queijos, de acordo com a Portaria n°® 146/1996 do MAPA foram os
seguintes: 10> NMP/g e 5 x 10> UFC/g, respectivamente. Com base nesses padrdes, somente
os queijos obtidos com leite cru estavam com contagens de Coliformes totais e
termotolerantes acima do estabelecido na legislacdo. Um sistema de boas praticas de
fabricagdo ineficiente no processamento, a dgua utilizada e o tempo do processamento dos
queijos, podem ter atuado como possiveis causas de contaminagdo, sendo evidente a
importancia do tratamento térmico do leite para a garantia da qualidade dos produtos finais.
Com relagdo a Salmonella, nao foi detectada nenhuma amostra contaminada com esse

patogeno.

Quintana e Carneiro (2007) ao analisarem 60 amostras de queijo minas frescal,
constataram a contaminagao por Coliformes termotolerantes em 33% das amostras de queijo e
relacionou as mas condigdes de higiene durante a ordenha e distribuicdo do produto aos
consumidores, contribuindo para esses altos indices também a falta de tratamento térmico no
leite. No entanto, estudo de Campos (2016) corrobora conformidade para Coliformes
termotolerantes em 3 tratamentos de queijo tipo camembert obtido com leite pasteurizado (< 3
NMP/g). Alguns autores também ndo registraram presenga de Salmonella em amostras de
queijos e associam ao fato da competicdo das bactérias lacticas com microrganismos
patogénicos, que tornam o queijo um meio adverso a sobrevivéncia desses microrganismos
(MELLO, ALVES e COSTA, 2009; PEREIRA, 2014).

A pesquisa de Staphylococcus Coagulase positiva no presente estudo foi
comprometida devido a pandemia do COVID 19, sendo realizada em apenas uma amostra de
queijo obtida com leite cru e com adigdo de cepa probidtica (QLCCP), as demais formulagdes
estavam com analise em andamento. Foi detectada a auséncia deste microrganismo no queijo
analisado em (UFC/g). A legislagdo brasileira vigente estabelece como tolerancia para
amostra indicativa por andlise de 5 x 10> UFC/g, evidenciando que o resultado obtido para
amostra de queijo com leite sem tratamento térmico foi satisfatorio e estd dentro do que
preconiza os padrdes estabelecidos.

Estudos de Campos (2016) relatam que amostras de queijo camembert apresentara
contagens de Staphylococcus Coagulase positiva, no limite maximo permitido pela legislagao.

De acordo com a pesquisa de Silva Junior (2017), 10 amostras de queijo coalho obtido com
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leite cru apresentaram contagem média de (1,11 x 10° UFC/g), variando entre (2,4 x 10* a

2,5x10%), o que representa todas como fora dos padrdes exigidos pela legislagao.

4.3 VIABILIDADE DAS CULTURAS INICIADORAS

4.3.1 Contagem seletiva de Lactococcus lactis
Os resultados das contagens de Lactococcus lactis nas amostras de queijo tipo brie,

utilizando agar M17, dgar ST e agar ST modificado estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3: Contagens de Lactococcus lactis em amostras de queijo tipo brie, utilizando agar
M17, 4gar ST e agar ST modificado.

Amostra M 17 (UFC/g) ST mod (UFC/g) ST (UFC/g)
QLCCP 3,6 x 107 5,5% 107 8,8 x 107
QLPCP 7,1 x 107 4,0 x 107 3,3x 107

QLCCP: Queijo com leite cru com probidtico. QLPCP: Queijo com leite pasteurizado com probiotico.

As duas amostras de queijo tipo brie e os trés meios de cultura testados apresentaram
contagens elevadas de bactérias laticas em forma de cocos, indicativas de Lactococcus lactis,
na ordem de 107 UFC/g. Esses resultados demonstraram a boa sobrevivéncia dessas bactérias
laticas mesmo ap6s 60 dias de maturacdo do queijo, além da boa seletividade dos trés meios
de cultura utilizados. Em outros estudos também foram verificadas contagens elevadas de
bactérias laticas em queijos maturados, utilizando o meio de cultura M17, mesmo ap6s longos
periodos de 2 a 4 meses (ABDALLA et al., 2008; ZEHNTNER, 2008).

Com relagdo ao uso do dgar ST em queijos maturados, ndo foram encontrados relatos
na literatura pesquisada. O 4gar M17 ainda € o meio de cultura mais usado na contagem de
estreptococos laticos em produtos lacteos.

Ruggirello et al., (2014) utilizaram dgar M 17 para quantificar Lactococcus lactis em
diferentes tipos de queijos maturados e encontraram resultados bastante varidveis,
dependendo do tipo e da marca do queijo. Das 33 amostras analisadas, 12 apresentaram
contagens variando de 10°-10% UFC/g, 13 tiveram contagens na ordem de 103-10° UFC/g e 8
destas ndo apresentaram colonias no agar M17. Segundo esses pesquisadores, durante o
processo de maturagdo dos queijos, a cultura iniciadora Lactococcus lactis pode ser superada
por bactérias laticas nao-iniciadoras, especialmente por lactobacilos, numericamente mais

abundantes nesses produtos.
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Com base nas contagens de Lactococcus lactis obtidas nos meios ST e ST
modificado, foi constatada a eficiéncia destes na quantificagdo deste microrganismo, tendo
em vista que propiciaram excelente crescimento e altas contagens microbianas. O uso de ST e
ST modificado pode, portanto, ser uma alternativa de substituicio ao meio M17, por

apresentar menor custo.

4.3.2 Contagem presuntiva de Lactobacillus acidophilus

Os resultados das contagens de Lactobacillus acidophilus em dgar MRS a partir de
amostras de queijo tipo brie obtidas a partir de leite cru e pasteurizado, ambas adicionados
dessa cultura probidtica foram os seguintes: 4,9 x107 UFC/g (QLCCP) e 9,2 x 107 UFC/g
(QLPCP). Esses resultados demonstraram que os lactobacilos estavam presentes nas amostras

de queijos em numeros elevados, na ordem de 107 UFC/g.

Tabela 4: Classificagdo de adequacao do queijo de acordo com o nuimero de unidades
formadoras de colonias UFC/g para Lactobacillus acidophilus.

Amostra UFC/g ISO 20128: 2006

Queijo de leite cru com probidtico 4,9 x 107 104
Queijo leite pgs:rqurlzado com 9.2 x 107 10
probidtico

E recomendado que um alimento probidtico apresente uma concentragio minima de
bactéria probiotica dentro do prazo de validade do produto para que possua efeitos benéficos
(BRASIL, 1999). Estudos preconizam uma dose minima de 10% a 107 UFC/g da cultura
probidtica no alimento para caracteriza-lo como probidtico (BLANCHETTE et al., 1996).

Segundo a ISO 20128:2006 os produtos com alegacdo funcional devem ter bactérias
Lactobacillus acidophilus com populagdes de, no minimo, 10* unidades formadoras de
colonia por grama (UFC/g) de queijo e no minimo 10° unidades formadoras de col6nia por
grama (UFC/g) para outras bactérias. As duas formula¢des adicionadas de Lactobacillus
acidophilus estdo com contagem acima da preconizada pela legislagdo em vigor,
evidenciando que mesmo apos 30 dias de maturagdo as caracteristicas do probiodtico
mantiveram-se estaveis, apresentando deste modo bom desempenho tecnolégico.

Avaliando o comportamento do L. acidophilus no agar MRS, observaram-se
contagens entre (4,9 x 107 UFC/g) para o queijo obtido com leite cru e o obtido com leite

pasteurizado (9,2 x 107 UFC/g). Uma menor contagem deste microrganismo no queijo obtido
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com leite cru era esperada, pois existem atividades inibitorias e competitivas entre
microrganismos presentes na microbiota natural do leite e o Lactobacillus acidophilus.

Buriti e Saad (2007) avaliaram a sobrevivéncia de L. acidophilus em queijo minas
frescal produzido com acidificagdo direta com 4cido latico e também com adi¢do de cultura
mesofila Lactococcus lactis. No tipo de queijo avaliado, a cultura probidtica permaneceu
vidvel durante 21 dias de armazenamento, no entanto, no queijo contendo a cultura mesofila,
as contagens de L. acidophilus foram ligeiramente superiores, sugerindo um sinergismo entre
os microrganismos. No queijo contendo apenas L. acidophilus, a concentragdo atingiu valores

abaixo de 10° UFC.g.

4.3.3 Contagem de Penicillium candidum

As amostras de queijo tipo brie processadas a partir de leite cru e pasteurizado foram
inoculadas nos meios agar batata, YM e dgar sabourod dextrose de modo a averiguar qual o
meio propiciaria as melhores condigdes de crescimento ao Penicillium candidum. As

contagens podem ser observadas na Tabela 5.

Tabela 5: Contagem do Penicillium candidum em diferentes meios de cultura.

Amostras Agar Batata YM Agar Sabourod Dextrose
Dextrose (esporos/g) (esporos/g)
(esporos/g)
Queijo de leite cru 7,1 x 10° 6,9 x 104 8,2 x 104
com probiotico
Queijo de leite 9,4 x 10* 6,5x 10° 9,6 x 10°
pasteurizado com
probidtico

A portaria n° 146/1996 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
contém Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos produtos lacteos. Esta norma
apresenta os padroes microbiologicos para os queijos divididos em categorias, com limites
maximos para as contagens de fungos ou auséncia deles.

O queijo tipo brie enquadra-se na categoria de alta umidade, logo, ndo ha limites
para fungos e desta forma, os queijos obtidos estdo em conformidade com o que preconiza a
legislacdo. Ao analisar os dados, torna-se evidente sua viabilidade apds o processo de
maturacao.

Pode-se observar ainda na Tabela 5 que para o queijo obtido com leite cru, o meio de

cultura que propiciou uma maior visualizagdo de microrganismos foi o agar batata (7,1 x 103
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esporos/g), enquanto para o leite pasteurizado o meio que propiciou uma maior visualizagao
foi o agar Sabourod Dextrose (9,6 x 10°esporos/g). Embora tenha apresentado boas contagens
do Penicillium candidum, o agar sabourod dextrose também propiciou o crescimento de
outras leveduras em quantidades elevadas, o que dificulta a contagem. O agar batata dextrose
enquadra-se, portanto, como o mais adequado por apresentar as melhores condi¢des para
contagem.

A Figura 3 mostra as micrografias obtidas por microscopia eletronica para as

bactérias Lactobacillus, Lactococcus e o fungo Penicillium.

Figura 3: Morfologia do Lactobacillus em meio MRS (A); Morfologia do Lactococcus em
meio ST modificado (B); Morfologia do Lactococcus em meio ST (C); Morfologia do
Lactococcus em meio M17 (D); Morfologia do Penicillium em meio agar Batata (E).

As caracteristicas para Lactobacillus em meio MRS resultaram em reacao negativa
para gram e morfologia de bacilos ndo caracteristicos. Os bacilos apresentaram-se com
extremidades arredondadas e cadeias longas (A). As caracteristicas para Lactococcus
apresentaram rea¢ao negativa para gram e morfologia em forma de cocos. Na morfologia (B)
em meio ST modificado observa-se cocos nao arredondados e curtos, ja na morfologia (C) em
meio ST observa-se cocos arredondados. Na morfologia (D) em meio M17 observa-se cocos
bem arredondados e caracteristicos.

As caracteristicas para Penicillium em meio agar batata resultaram em morfologia
representada por hifas septadas com conididforos ramificados e ramos secundarios (métulas).
Na morfologia (E) é possivel observar que todas as estruturas apresentam caracteristicas

comuns ao género Penicillium, que sdo comparados a um pincel.
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4.4 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO LEITE

O valor nutricional dos alimentos ¢ definido com base na sua composi¢ao centesimal.
Para Fagan (2006), a composi¢do média da matéria prima implica, na qualidade do produto
final. Varios fatores influenciam na composi¢ao e qualidade do leite, as mudangas ligadas ao
manejo e a dieta oferecida ao animal, o que reflete na qualidade do queijo. Os resultados das
analises fisico-quimicas do leite cru e leite pasteurizado estdo apresentados na Tabela 6.

Os padrdes fisico-quimicos das andlises realizadas nas amostras de leite cru e leite
pasteurizado foram comparadas com os previstos pela Instru¢do Normativa n° 62 de dezembro

de 2011 do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2011).

Tabela 6: Pardmetros fisico-quimicos das amostras de leite cru e leite pasteurizado.

Parametros Leite Cru Leite Pasteurizado
3,45+0,212 4,35+0,070
Gordura (g/100g) CV 6,14% CV 1.60%
3,42 £0,035 3,88 £0,629
4 0,
Proteinas % (m/m) CV 1,02% CV 16.1%
1, 0275 £ 0,0007 1, 0297 + 0,002
Densidade (g/mL) CV 0.06% CV 0.2%
6,55 + 0,0007 6,65+ 0,070
pH**
CV 1,07% CV 1,06%
Acidez titulavel (g de 0, 132 +£0,0007 0,145+0
acido latlc?/100 mL de CV 0.57% CV 0%
leite)
Extrato seco total % 12,36 £ 0,098 11,84+ 0,790
(m/m) CV 0,79% CV 6,67%
Extrato seco 8,91 £ 0,098 7,49 + 0,791
0
desengordurado % CV 1,09% CV 10,57%

(m/m)

Os resultados sdo médias em triplicatas com as estimativas do desvio padrdo. CV = Coeficiente de variagdo. ** Potencial hidrogenionico

Com relacdo aos teores de gordura, tanto as amostras de leite cru (3,45g/100g)
quanto de leite pasteurizado (4,35 g/100g), estdo em acordo com a IN 62, que ¢ de no minimo
(3,0 g/100g). A gordura do leite ¢ de extrema importancia para a producdo de derivados e
possui alto valor comercial, portanto, a determinacdo exata do percentual de gordura no leite ¢
essencial para a industria de laticinios (CASTANHEIRA, 2011).

Ja em relagdo as proteinas, todas as amostras apresentaram conteudo protéico acima

do minimo (2,9%) exigido pela legislacdo. No entanto, houve variacdo em relacdo ao
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conteudo de proteinas no leite cru (3,42%) e no leite pasteurizado (3,88%), isto pode ter
ocorrido devido a evaporagdo de dgua e consequente concentracdo dos outros constituintes.
Segundo Durr, Fontaneli e Burchard (2000), o teor de proteina aumenta o rendimento na
fabricacdo de queijos.

A densidade corresponde ao peso especifico do leite, que ¢ determinado por dois
grupos de substancias: a concentracdo de elementos em solucdo e suspensiao e porcentagem
de gordura. Se o leite sofre adicdo de agua de forma fraudulenta, apresentara um valor mais
baixo para sua densidade (PACHECO, 2011). De acordo com Foppa (2009), altera¢des na
densidade podem também pode ser consequéncia de variagdes na composi¢do quimica do
leite ou adicdo de amido. Os teores de densidade obtidos para leite cru e leite pasteurizado
estdo de acordo (1,0275 g/mL e 1,0297g/mL respectivamente) com o que preconiza a
legislacdo (entre 1,028 e 1,034 g/mL).

As amostras de leite cru analisadas apresentaram valor um pouco abaixo (0,132 g de
acido latico/100 mL de leite) dos padrdes estabelecidos para acidez (0,14 — 0,18 g de acido
latico/100 mL de leite). J4 as amostras de leite pasteurizado apresentaram valor de acordo
com a legislacdo (0,145 g de 4cido latico/100 mL de leite). A acidez tituldvel reflete a
produgdo de acido latico, sendo indicador de higiene e conservacao do leite, teores elevados
remetem a falta de higiene ou transporte inadequado, principalmente em relagdo a
temperatura, o que ocasiona a proliferacdo de bactérias e a consequente producao de acido
latico (RHEINHEIMER, 2006).

Segundo estudos de Freire (2006), a medida que a acidez aumenta, ocorre
abaixamento do pH. Na IN 62 os parametros que indicam qualidade sanitaria e estabilidade
térmica variam de (6,4 a 6,9), portanto, os valores obtidos de (6,55 e 6,65) estdo em
conformidade com o que preconiza a legislagdo.

O extrato seco total ¢ a reunido dos componentes solidos do leite e ¢ importante para
o rendimento de derivados do leite, quanto maior a quantidade de sélidos totais, melhor o
rendimento deste leite para a produgdo de queijos. O extrato seco desengordurado reflete o
mesmo comportamento (SANTOS et al., 2011). A legislagdo remete a valores de no minimo
(8,4 g/100g) para este parametro, estando as amostras de leite cru e leite pasteurizado dentro
dos padrdes tanto para extrato seco total quanto para extrato seco desengordurado.

As amostras analisadas apresentaram-se em conformidade as normas da Instrugdo
Normativa n°® 62. Esses resultados comprovam a qualidade do leite em estudo, evidenciando

caracteristicas sanitarias adequadas para o seu potencial uso na obtengao de queijos tipo brie.
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A composicao fisico-quimica dos queijos tipo brie, determinada apos trinta dias de

maturacao ¢ apresentada na Tabela 7.

Tabela 7: Qualidade fisico-quimica dos queijos obtidos com leite cru e pasteurizado.

Parametros QLCCP QLCSP QLPSP* QLPSP** QLPCP
Gordura
52,0 53,0 43,0 52,0 49,0
(g/100g)
28,71 24,37+ 24,86 25,10+
Umidade 35,47+0,1511
+0,1652 0,0635 +0,0777 0,1064
(g/100g) CV 0,42%
CV 0,57% CV 0,26% CV 0,31% CV 0,42%
0,844 0,841 0,848 0,844 0,853
Atividade de
. +0,0005 +0,0014 +0,0021 +0,0005 +0,0006
agua
CV 0,05% CV 0,16% CV 0,24% CV 0,05% CV0,07%
Acidez titulavel
(% de acido 0,263 0,281 0,275 0,234 0,281
latico)
27,66 + 29,15 + 25,84 28,41
Proteinas 29,25 +£0,300
0,0370 0,215 +0,1343 +0,0579
(g/100g) CV 1,00%
CV 0,13% CV 0,73% CV0,51% CV 0,20%
pH*** 5,30 5,08 5,22 5,02 5,0
Gordura no 71,88+ 70,07 57,22 80,58 65,33
Extrato Seco 0,1652 +0,0635 +0,0777 +0,1511 +0,1064
(g/100 g) CV 0,22% CV 0,09% CV 0,13% CvV0,18% CV0,16%
17,07
Extrato seco 19,88+0,165 14,22 +0,077 28,58 16,33
+0,0635
desengordura- 2 CV 0,54% +0,1511 +0,1064
CV 0,37%
do (g/100 g) CV 0,83% CvV0,52% CV 0,65%
4,79 + 3,86 + 3,36+
4,19+ 0,0225 4,68 £0,0226
Cinzas (g/100g) 0,0275 0,0755 0,0848
CV 0,53% CV 0,48%
CV 0,57% CV 1,95% CV 2,52%

QLCCP: Queijo com leite cru e probidtico. QLCSP: Queijo com leite cru sem probiotico. QLPSP*: Queijo com leite pasteurizado sem

probidtico com cloreto de célcio. QLPSP**: Queijo com leite pasteurizado sem probidtico sem cloreto de calcio. Queijo com leite

pasteurizado com probidtico. Os resultados sdo médias em triplicatas com as estimativas do desvio padrdo. CV = Coeficiente de variagao.

*** Potencial hidrogeni6nico.
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A legislagdo brasileira ndo apresenta padrdo de identidade e qualidade especifico
para o queijo tipo brie, o qual deve respeitar os parametros basicos do Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade estabelecido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, Portaria n® 146/1996.

A amplitude para umidade de queijos de massa macia de acordo com a IN 146/96 ¢
de 46% a 54,9%. Todos os tratamentos no presente estudo ficaram abaixo dos padroes,
variando de 24,37 g/100g a 35,47 g/100g, isto se deve a desidratacao dos queijos ao longo da
maturacdo, conforme relatado em tdpicos anteriores. Galli (2018) em estudos com queijos
tipo camembert com adi¢do de Lb. rhamnosus, obteve resultados de umidade que variaram de
47,74 g/100g a 50,57 g/100g. Pereira (2014), ao avaliar queijos tipo brie industriais em
diferentes periodos do ano também constatou umidade abaixo do ideal, com teores que
variaram de (39,64 g/100g a 45,05 g/100g).

A variagdo de umidade possui relagdo com o processamento e maturagao,
principalmente quando a maturagdo € realizada em camaras com controle de temperatura e
umidade. Neste periodo o queijo deve permanecer com umidade ambiente acima de 90%, para
favorecer o desenvolvimento do micélio e manter as caracteristicas de textura no produto. Se
ocorrer algum problema, ou falta de controle o queijo pode perder umidade e apresentar
teores mais baixos (FURTADO, 2008; PEREIRA et al., 2020).

Em relacdo a gordura, a Portaria n° 146/96 do MAPA considera o conteudo de
matéria gorda no extrato seco. O queijo tipo brie enquadra-se como gordo, devendo
apresentar entre 45,0 a 59,99% de gordura. Em todos os tratamentos os queijos estdo dentro
do que estabelece a legislagdo, enquanto o teor de gordura no extrato seco apresentou teores
muito altos, o que possui relacdo com a umidade. Pois, 0 mesmo foi calculado a partir da
umidade e gordura do produto.

No presente estudo, os valores variaram bastante e uma observagdo interessante ¢
que a unica amostra ao qual ndo foi adicionada solugdo de cloreto de célcio, nem L.
acidophilus apresentou o maior indice de gordura no extrato seco ¢ maior indice de extrato
seco desengordurado. Pode-se observar que o tratamento térmico também apresentou
influéncia nestes parametros, os queijos obtidos sem tratamento térmico tiveram maior
conteudo de gordura que os obtidos com leite pasteurizado, exceto para amostra sem cloreto
de calcio.

A gordura no extrato seco ¢ um dos principais constituintes responsaveis pela

obtencdo de um bom rendimento final do queijo. Campos (2016) obteve em seus tratamentos
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com queijos camembert valores de gordura variando de (17,12% m/m a 17,19% m/m) e
Gordura no Extrato Seco variando de (36,57% a 39,25%).

Para os teores de cinzas, a recomendagdo da USDA Nutrient Database for Standard
Reference, Releasel4 (2001) e de teores de (2,7 g/100g), porém nenhum dos tratamentos
obtidos nesta pesquisa esta dentro desta referéncia variando de (3,36 g/100g a 4,79 g/100g). A
alimentagdo do rebanho quando possui uma dieta rica em concentrados com baixo teor de
fibras pode elevar os teores minerais do leite e, consequentemente do queijo (FAGAN, 2006;
PEREIRA, 2014).

Ao analisar queijos tipo brie industriais obtidos em diferentes estacdes do ano,
Pereira et al. (2020) constatou diferencas nos teores de cinzas (3,07 g/100g, 3,74g/100g, 4,90
g/100g). Campos (2016), em pesquisa com queijos camembert sem mexedura e com adigao de
compostos protéicos, obteve resultados de cinza que variaram entre (2,97 g/100g e 2,87
g/100g).

Os teores de acidez variaram de 0,234 a 0,281% de acido latico. A acidez tende a
aumentar de acordo com o crescimento dos microrganismos, no transcorrer do periodo do
armazenamento, beneficiando o produto por inibir a microbiota patogénica. No entanto, a
acidez excessiva pode prejudicar os aspectos sensoriais em queijos, descaracterizando o
produto (SANGALETTI, 2007). Freitas Filho et al., (2009), obtiveram resultados de acidez
em sua pesquisa com queijo coalho artesanal com variagdo de 0,113 a 0,495% de 4cido latico.

A determinacdo do potencial hidrogenionico ¢ importante para caracterizagdo de
queijos devido a sua influéncia na textura, atividade microbiana e na maturagdo. O menor
valor de pH obtido (5,0) foi o da amostra com tratamento térmico e adi¢ao da cepa probiodtica,
possivelmente ocorreu uma maior producao de acido latico. O que pode ser verificado no teor
de acidez dessa amostra (0,281% de 4acido latico). Furtado (2005), relata que queijos
maturados com Lactobacillus tem influéncia na atividade proteolitica, pH, e no
desenvolvimento da acidez.

Lourenco Neto (1998), observou em queijos minas frescal adicionado de
Lactobacillus apds 21 dias de maturacdo, valores de pH entre (5,56 e 5,82). No presente
estudo os valores de potencial hidrogenidnico variaram de (5,0 a 5,33).

A atividade de agua dos queijos apresentou valores distintos, apresentando variagao
entre 0,841 a 0,853, sendo o tratamento de menor valor o que também apresentou menor teor
de umidade. Hendo, Queiroz e Hajisa (2009) descrevem este pardmetro como a medida de
agua disponivel em um alimento, ndo vinculada a componentes, tornando-se possivel de

reagir quimicamente e permitir o desenvolvimento microbiano. A atividade de 4gua ideal para
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o desenvolvimento de bactérias lacteas varia de 0,93 a 0,96 dependendo da espécie
(BERESFORD et al., 2001).

A legislacdo brasileira ndo descreve valores legais para proteinas em queijos. Os
valores obtidos variaram de (25,84 a 29,25 g/100g), sendo os queijos com adi¢cdo de solugao
de cloreto de célcio os que apresentaram maiores teores de proteinas. Amostras de queijo que
sofreram tratamento térmico apresentaram resultados para proteinas dentro da média nao
apresentando influéncia significativa quando comparados com os queijos obtidos com leite
cru, exceto a formulacdo sem adi¢do de cloreto de célcio, que apresentou o menor teor
protéico. Pereira (2014), observou em seus tratamentos com queijo tipo brie valores entre
(18,59 a 21,57 g/100g). Contudo, Lima et al. (1998), encontraram valores de proteinas de
(24,23 a 25,22 g/100g) em queijos de massa macia, apresentando variacdo nos teores de
proteinas. Pesquisadores citam que o coalho e o cloreto de célcio influenciam na quantidade
de proteina presente em queijos, pois exercem interferéncias na protedlise durante a

maturacao (FOX, 1991; YUNES e BENEDET, 2000).

4.6 ASPECTOS VISUAIS DOS QUEIJOS

Uma das caracteristicas que contribui para a percep¢do de atributos sensoriais como
a textura dos queijos, antes de degustar, inclui o aspecto visual dos mesmos. O aspecto visual
¢ detectado pela presenca superficial de olhaduras, granulos e rugosidades (FOX, 2004).

Apbs o periodo de maturacdo com temperatura controlada, os queijos tipo brie
obtidos apresentaram visualmente bom crescimento do micélio branco em sua superficie,
caracteristica do fungo Penicillium candidum.

No atributo textura, o queijo QLCSP obtido com leite cru sem adicdo de cepa
probiotica apresentou grandes granulos em seu interior e dureza elevada. Os atributos aroma e
sabor foram satisfatorios, o mesmo apresentou aroma agraddvel e salmoura adequada.

Conforme mostram as Figuras 4 e 5.
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Figura 4: Aspecto visual da parte interna do queijo obtido com leite cru sem probidtico
(QLCSP).

Figura 5: Aspecto visual da parte externa do queijo obtido com leite cru sem probiodtico
(QLCSP).

O queijo QLPSP* obtido com leite pasteurizado sem probidtico também apresentou
bom crescimento do micélio branco em sua superficie. No atributo textura, o queijo
apresentou pequenos granulos em seu interior € em menor quantidade. J4 em relagdo a dureza,
as formulagdes obtidas com leite pasteurizado apresentaram maior dureza que as demais,

chegando a esfarelar o queijo ao partir. Conforme mostra a Figura 6.

Figura 6: Aspecto visual da parte interna e externa do queijo obtido com leite pasteurizado
sem probidtico (QLPSP*).
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O tratamento térmico pode ter afetado significativamente a umidade, teor de proteina
total e proteina no extrato seco, através da desnaturacdo de parte das proteinas do soro (p-
lactoglobulina), tornando os queijos mais duros do que os queijos obtidos com leite cru. No
momento da coagulagdo, as proteinas do soro quando complexadas a caseina se precipitam,
aumentando o teor protéico total bem como a capacidade de retengdo de agua adsorvida por
essas proteinas (WALSTRA, WOUTERS e GEURTS, 2006).

De acordo com Johnson (1998), a umidade do queijo ¢ atribuida pela imobilizacao da
agua por parte das proteinas do leite, apos a interag@o entre a caseina e as proteinas do soro.
As micelas das caseinas, envolvidas pelas proteinas soliveis ficam impossibilitadas de
interagir umas com as outras, reduzindo a expulsdo do soro, o que leva a formagdo de um
coagulo mais macio que retém mais umidade e ocasiona uma maior dureza no queijo.

Os queijos com a adicdo da cepa probidtica ndo apresentaram diferenga perceptivel
em relagdo a textura, aroma e sabor quando comparadas as formulagdes que foram obtidas
sem a cepa probiotica Lactobacillus acidophilus. A adicdo da cepa probidtica também nao

interferiu no desenvolvimento do fungo e do fermento. Conforme mostram as Figuras 7, 8 € 9.

Figura 7: Aspecto visual da parte interna do queijo obtido com leite pasteurizado com
probidtico (QLPCP).

Figura 8: Aspecto visual da parte interna do queijo obtido com leite cru com probidtico
(QLCCP).
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Figura 9: Aspecto visual da parte externa do queijo obtido com leite pasteurizado com
probidtico (QLPCP).

vt

O queijo QLPCP obtido com Lactobacillus acidophilus e leite pasteurizado
apresentou granulos pequenos e em menor quantidade, conforme visualizagdo da Figura 7. O
queijo QLCCP obtido com Lactobacillus acidophilus e leite cru apresentou maiores granulos
e em quantidade maior, conforme visualizagdo na Figura 8. Com relacao aos atributos aroma
e sabor, os produtos obtidos com leite com tratamento térmico, QLPCP, QLPSP* ¢ QLPSP**,
também foram satisfatorias com sabor e aroma tipicos de queijos maturados. Sendo a
formulag@o obtida com leite com tratamento térmico e com adi¢do de probiotico (QLPCP) a
que apresentou melhor formagdo do micélio branco do fungo no exterior do queijo, conforme
visualizacdo da Figura 9.

A transformagdo da textura e consisténcia cremosa apds a maturacao ¢ motivada pela
proteolise, ela preconiza reagdes bioquimicas nos aminoacidos que caracterizam o sabor,
aroma ¢ flavor do queijo. A protedlise pode ainda interferir nas ligacdes com peptideos
hidrofobicos de alta massa molecular produzindo no queijo sabor amargo (FOX, 1998;
FURTADO, 2011).

A andlise sensorial nos queijos tipo brie, que estava prevista no projeto original e ja
tinha aprovacao do comité de ética em Pesquisa com seres humanos, sob Protocolo CAAE:
2007676719.0.0000.5188, nao foi realizada devido a pandemia do COVID 19. No entanto, a
percepcao desses aspectos visuais apds a maturacao sdo essenciais para perceber as diferencas
entre as formulagdes obtidas. Para melhorar a textura, o que pode ser feito ¢ embalar os
queijos apdés o décimo dia de maturacdo. Tendo em vista que os queijos obtidos nao

apresentaram textura macia caracteristica a este tipo de queijo.
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4.7 PERDA DE PESO DURANTE A MATURACAO DOS QUEIIOS

A perda de umidade esté relacionada com varios parametros do processo de obtengao
de um alimento. Na maturagdo de queijos, além da temperatura e da umidade relativa na
camara de maturacao, o processo para a obtencao da massa lactea ¢ outro parametro que pode
influenciar na umidade final do produto (KROLOW e RIBEIRO, 2006).

Os queijos obtidos sofreram perda de agua significativa durante a maturagdo. Os
mesmos foram pesados no inicio da maturacao e durante a maturacao em dias alternados, com
0 objetivo de acompanhar a perda de umidade sofrida. Nos primeiros dez dias de maturagao
houve uma maior perda de dgua em todos os queijos, de forma mais pronunciada nas
formulagdes com leite pasteurizado.

Apos dez dias de maturacdo a perda de agua nos queijos ocorreu de forma mais lenta,
voltando a apresentar perda significativa apos 17 dias de maturacao. A formulacdo sem a
adicdo de solucdo de cloreto de céalcio (QLPSP**), apresentou comportamento diferente em
relacdo as outras formulagdes obtidas com adicao de cloreto de calcio, nos primeiros 10 dias
da matura¢dao houve uma perda brusca de agua, no entanto, no decorrer dos dias as pesagens
mostraram peso quase que constantes. Posteriormente, com a caracterizagao fisico quimica,
foi possivel compreender que possivelmente as micelas de caseinas mantiveram-se no centro
do queijo, promovendo uma dureza elevada e concentrando toda sua umidade e gordura na
regido central do mesmo, sendo esta formulagdo a que apresentou maiores concentragdes de
gordura no extrato seco ¢ umidade. Na Tabela 8, ¢ possivel observar a perda percentual de

peso nos cinco tratamentos.

Tabela 8: Perda percentual de peso dos queijos do inicio ao final da maturagao.

Tratamento Perda de peso (%)
QLPSP* 16,14 %
QLPSP** 33,65 %
QLPCP 16,26 %
QLCCP 17,04 %
QLCSP 23,16 %

QLPSP*: Queijo com leite pasteurizado sem probiotico com cloreto de calcio.QLPSP**: Queijo com leite pasteurizado sem probidtico sem
cloreto de calcio. QLPCP: Queijo com leite pasteurizado com probiotico.QLCCP: Queijo com leite cru e probidtico. QLCSP: Queijo com
leite cru sem probiotico.

O tratamento térmico também influenciou a perda de umidade, os queijos sem
pasteurizacdo apresentaram peso maior, jd os pasteurizados apresentaram menor peso.
Quando comparadas as demais formulagdes, os tratamentos com a adi¢do de L.acidophilus

apresentaram maiores valores de peso e menor perca de umidade.
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O teor de umidade do queijo, além de afetar sua consisténcia, tem grande influéncia
sobre as modificagdes fisico-quimicas que ocorrem ao longo da maturagdo (JOHNSON,
1998). Essa perda de dgua observada nos queijos tipo brie pode ser explicada pela falta de
controle de umidade relativa no interior da camara de maturagdo, que ocasionou uma possivel
alteracdo da protedlise dos queijos, interferindo na textura e umidade, através da quebra da
rede de proteinas, aumentando o pH e conferindo maior ligacdo da agua com grupo carboxil e
amino (BARROS, 2001).

O queijo tipo brie ¢ um queijo macio, de alta umidade e que apresenta maturagao
extremamente complexa. Nos queijos produzidos a protedlise pode ser afetada pela falta de
controle de umidade na maturacdo, pelas enzimas naturais do leite (formulacdes obtidas com
leite cru), pelas enzimas produzidas pela cultura latica iniciadora, pelo coagulante e também
pelas enzimas produzidas pela presenga do fungo Penicillium candidum que tem atividade
proteolitica intensa e confere ao queijo suas caracteristicas de aroma e sabor (GRIPON,
1993).

Embora nao tenha nenhum estudo disponivel na literatura que tenha acompanhado a
maturagdo de queijo tipo brie, a falta de controle de umidade relativa na cdmara de maturagao
evidencia a necessidade desse ajuste na maturacdo dos queijos, € preconiza a solu¢do desta
problemadtica, pois algumas das caracteristicas sensoriais € bioquimicas dos produtos obtidos

foram comprometidas.

4.8 AVALIACAO DO RENDIMENTO

Observou-se durante o processo de dessoragem que a mexedura exerceu influéncia
significativa no rendimento dos queijos. Os queijos obtidos com leite pasteurizado foram os
primeiros a serem processados e foram submetidos a leve mexedura de cinco minutos, como
preconiza a legislagdo. A medida que a coalhada era mexida os grios formados na coagulago
se desprendiam do soro e se desmanchavam. Como os queijos ndo sofreram prensagem em
seu processo, houve grande perda da firmeza da coalhada influenciando no rendimento destas
formula¢des. As demais formulacdes obtidas com leite cru ndo foram submetidas a mexedura,
pode-se observar que os graos ndo se desmancharam tanto quanto as formulagdes iniciais
submetidas a mexedura.

O rendimento dos queijos em litros de leite necessarios para a elaboragdo de um

quilo (L/kg) pode ser observado na Tabela 9.

Tabela 9: Rendimento dos queijos tipo brie obtidos (L/kg) apés 30 dias de maturacdo.

Tratamento Rendimento (% m/m)



55

QLPSP* 32,92 %
QLPSP** 33,17 %
QLPCP 50,24 %
QLCCP 71,21 %
QLCSP 66, 34 %

QLPSP*: Queijo com leite pasteurizado sem probidtico com cloreto de calcio.QLPSP**: Queijo com leite pasteurizado sem probidtico sem
cloreto de célcio. QLPCP: Queijo com leite pasteurizado com probidtico. QLCCP: Queijo com leite cru e probidtico. QLCSP: Queijo com
leite cru sem probidtico.

O rendimento dos queijos obtidos em gramas de solidos totais de queijo por litro de

leite (g ST/L) esté disposto na Tabela 10.

Tabela 10: Rendimento dos queijos tipo brie obtidos (g ST/L) apds 30 dias de maturacao.

Tratamento Rendimento (g ST/L)
QLPSP* 18,86
QLPSP** 26,76
QLPCP 32,98
QLCCP 51,84
QLCSP 46,37

QLPSP*: Queijo com leite pasteurizado sem probiodtico com cloreto de calcio. QLPSP**: Queijo com leite pasteurizado sem probidtico sem
cloreto de calcio. QLPCP: Queijo com leite pasteurizado com probiotico. QLCCP: Queijo com leite cru e probidtico. QLCSP: Queijo com
leite cru sem probidtico.

A partir dos resultados descritos nas Tabelas 8 e 9, foi possivel constatar que queijos
obtidos com leite cru (46,37 g ST/L) apresentaram rendimento maior em relagdo ao
pasteurizado (26,76 g ST/L) devido a diversos fatores inerentes ao tratamento térmico e ao
processamento do produto. A adigdo da cultura probidtica interferiu no rendimento dos
queijos positivamente, tanto o obtido com leite cru (51,84 g ST/L) quanto o obtido com leite
pasteurizado (32,98 g ST/L), sendo estes os que apresentaram maiores rendimento em relacao
as demais formulagdes.

O rendimento em base umida nao indica o valor real do rendimento em substancias
do leite retidas no coagulo, ou seja, um alto teor de umidade pode determinar um alto
rendimento umido, o que ndo significa que o coagulo contenha alta concentracdo de matéria
seca (VASCONCELOS, 2004).

Estudos de diversos autores relatam que em decorréncia da protedlise ndo especifica
em niveis elevados, pode-se observar uma diminui¢cdo do rendimento dos queijos além de
alteracdes reoldgicas e sensoriais. Essa diminui¢do no rendimento seria reflexo da perda de
gordura para o soro e perda de substancias nitrogenadas (EMMONS, 1990; USTUNOL e
HICKS, 1990; LOPEZ, 1997). De acordo com Lima, Magalhdes e Abreu (1996), uma maior
atividade proteolitica do coagulante pode proporcionar um menor rendimento na massa do

coagulo.
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Diferencgas de rendimento observadas em queijos fabricados com leite pasteurizado
por diferentes sistemas sao de grande interesse pratico e econdmico para a industria de
laticinios. Os principais fatores que influenciam no rendimento dos queijos sao: a composi¢ao
do leite, principalmente a quantidade de gordura e caseina, a porcentagem de transi¢do dos
constituintes do leite para queijo e a quantidade de umidade retida no queijo, além da
incorporagdo de sais insoluveis e concentracao de sal (NaCl) adicionado a massa (SILVEIRA
e ABREU, 2003). Além desses fatores, de acordo com Folegatti (1994), os tratamentos
térmicos e mecanicos aplicados ao leite e ao codgulo durante o processamento influenciam de
modo sensivel no rendimento. O que justifica o fato dos queijos obtidos com leite com

tratamento térmico apresentar menor rendimento no presente estudo.

4.9 ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO

As fragdes protéicas dos cinco queijos brie obtidos, analisados por eletroforese,
estdo ilustradas na Figura 10. As fracdes de caseinas encontradas e seus respectivos pesos
moleculares em maior abundancia nos queijos foram identificadas como: a S;-caseina (23,61
kDa), a S;-caseina (25,23 kDa), B-caseina (23,98 kDa), k-caseina (19,02 kDa) e a-
lactoalbumina (14,2 kDa).

Figura 10: Perfil eletroforético das amostras de queijos obtidas.
QLPCP: Queijo leite pasteurizado com probidtico. QLPSP*: Queijo leite pasteurizado sem probiotico. QLCSP: Queijo leite cru sem
probidtico. QLCCP: Queijo leite cru com probidtico. QLPSP**: Queijo leite pasteurizado sem probiotico e sem cloreto de calcio.
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Pode-se observar diferengas distintas das amostras de queijos obtidos com leite

o S2-caseina [

B-caseina [

o S1-caseina [

K-caseina [

¢- lactoalbumina [

pasteurizado e com leite cru. As amostras de queijo com leite cru apresentaram bandas com
coloracdo mais intensa e mais concentrada. Tal fato pode ser resultado da interagdo das
proteinas induzidas termicamente ou dos proprios microrganismos presentes nas culturas
laticas. As proteinas do queijo ficaram muito bem dispostas e separadas nos géis, confirmando
a eficacia da técnica para esta funcao.

Fragmentos de a Si, a S, P-caseina e k-caseina sdo referidas na literatura como as
principais proteinas do queijo, originadas da hidrolise da caseina pela acdo da quimosina,
enzima coagulante, utilizada durante a fabrica¢do do queijo (JIN et al., 2016).

As bandas referentes aos fragmentos de a S, o S,, B-caseina e a-lactoalbumina foram
mais intensificadas com os queijos obtidos sem tratamento térmico (QLCSP e QLCCP),
bandas referentes ao fragmento k-caseina foram mais intensificadas com queijos obtidos com
tratamento térmico (QLPCP, QLPSP* e QLPSP**). Ao comparar as amostras que tiveram a
adicdo do probidtico com e sem tratamento térmico, observa-se que a adi¢do do probidtico
aumentou a intensidade das fragdes protéicas evidenciando que o probidtico L. acidophilus
influenciou positivamente no perfil protéico dos queijos obtidos.

Pode-se observar ainda que as amostras com a adicdo de cloreto de calcio
apresentaram bandas protéicas mais unidas e intensas. A amostra (QLPSP**) apresentou
menor intensidade em todas as fragdes protéicas, podendo deste modo afirmar que a adi¢ao do
cloreto de calcio exerce boa influéncia no perfil protéico dos queijos.

Silva et al., (2016) ao analisarem eletroforeticamente queijo coalho produzidos em

diferentes cidades da regido agreste do estado de Pernambuco relatam a presenga de bandas
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que correspondiam a B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, a S, a S, B-caseina. O mesmo pode
ser observado por Lima et al., (2017) que, ao investigar se os peptideos extraidos de queijo
coalho artesanal, identificaram as mesmas fragdes protéicas identificadas neste estudo e
concluiram que as mesmas apresentavam atividades antimicrobianas.

Como caracteristicas destas fragdes protéicas, a a-lactoalbumina ¢é bastante rica em
triptofano (6%), um aminoacido precursor de niacina, sendo também rica em lisina, leucina,
treonina e cistina, além de possuir capacidade de se ligar a minerais, como calcio e zinco, o
que pode afetar positivamente sua absor¢do. Apresenta ainda atividade antimicrobiana contra
bactérias patogé€nicas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumonial
(ADITIVOS E INGREDIENTES, 2016). De acordo com Pereira et al., (2016) as fragdes a
Si, a S,, B-caseina e a k-caseina possuem propriedades funcionais caracteristicas, apresentam
sensibilidade a precipitagdo de calcio, melhor coagulabilidade do leite, melhoram o

rendimento e apresentam atividade antimicrobiana.
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5 CONCLUSOES

o O leite utilizado apresentou caracteristicas fisico-quimica e microbioldgica de
acordo com o estabelecido pela Instru¢do Normativa n® 62 de 29/12/2011 do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento, apresentando teor de gordura e de proteina maior que
o estabelecido, sendo estas caracteristicas importantes para qualidade e rendimento do queijo.

o O baixo teor de umidade apresentado pelos queijos tipo brie apds trinta dias de
maturacdo afetou a qualidade bioquimica e a textura dos queijos obtidos, sendo recomendado
embalar os queijos no 10° dia de maturagao.

o A adi¢do da cultura probidtica Lactobacillus acidophilus aumentou o
rendimento dos queijos e a intensidade das fragdes protéicas no perfil eletroforético,
exercendo influéncia positiva nos queijos obtidos.

. Todos os ensaios de queijo tipo brie desenvolvidos apresentaram viabilidade
do microrganismo probiodtico Lactobacillus acidophilus acima do minimo recomendado, os
lactobacilos estavam presentes nas amostras de queijos obtidos com leite cru e leite
pasteurizado em numeros elevados, na ordem de 107 UFC/g.

. A utilizagdo dos meios de cultura alternativos (ST e ST modificado) para
quantifica¢do da cultura de Lactococcus lactis mostraram ser tdo eficientes quanto o meio
tradicional (M17), sendo os meios alternativos os de menor custo.

o A adicao da solugdo do cloreto de calcio melhorou o perfil protéico (teor de
proteinas e intensificacdo das bandas protéicas no perfil eletroforético) e o rendimento dos
queijos, propiciando bons resultados quando adicionados a fabricagdo dos mesmos.

o Os queijos obtidos com leite sem tratamento térmico apresentaram melhor
rendimento, textura, aroma e caracteristicas fisico quimicas satisfatérias, no entanto, a
caracterizagdo microbiologica indica que mesmo com a adi¢do do probiotico L. acidophilus
produzindo 4cido nos queijos e inibindo a presenca de microrganismos patogénicos houve a
identificacdo de coliformes termotolerantes nos mesmos. Pela seguranga do consumidor o
recomendado seria a obtengdo de queijos com o leite com tratamento térmico. A implantagao
de um sistema de Boas Praticas de Fabricacdo seria eficiente para resolver a problematica,

tornando possivel a obtengdo de um produto seguro.
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