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RESUMO GERAL

O conhecimento da microbiota latica dos queijos de Coalho produzidos de forma
artesanal a partir de leite cru, e suas propriedades tecnoldgicas sao fundamentais para
preservar as caracteristicas originais do produto tradicional em queijos de Coalho
industrializados, elaborados com leite pasteurizado. Para alcangar este conhecimento, foi
realizado um trabalho de pesquisa dividido em trés etapas: |) caracterizagéo fisico-
quimica de queijos de Coalho artesanais produzidos no Ceara e de sua microbiota latica;
II) estudo do comportamento das bactérias acido laticas (BAL) durante o processamento
do queijo; Ill) caracterizagéo de propriedades tecnoldgicas das culturas laticas isoladas a
partir deles. As analises fisico-quimicas caracterizaram as amostras avaliadas como
sendo queijo de médio conteudo de umidade (42%), baixa acidez (0,24%), com pH de
6,30; elevada atividade de agua (0,959) e teor de NaCl de 2,88%. Dentre as BAL (643)
isoladas destas amostras, foram encontrados os géneros Enterococcus (59,6%),
Lactobacillus (22%), Streptococcus (12,8%), Lactococcus (1,7%) e Leuconostoc (0,6%).
A identificagdo de género nao foi conclusiva para 3,3% de isolados. As espécies
prevalecentes foram Enterococcus faecium, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
Streptococcus thermophilus e Lactococcus lactis subsp. lactis. O acompanhamento da
evolugdo da microbiota latica em amostras de leite cru, massa de queijo e do produto
final, coletadas em duas unidades produtoras, revelou a presenca de Lactococcus no
leite e sua auséncia no queijo. A presenga de Enterococcus aumentou das amostras de
matéria-prima para o queijo, indicando a transferéncia e multiplicagdo destes
microrganismos ao longo do processamento. Estes resultados evidenciaram uma sele¢ao
de microrganismos resistentes as temperaturas elevadas no processamento do queijo,
durante o cozimento da massa. Quanto as propriedades tecnoldgicas avaliadas, 15
isolados foram considerados produtores rapidos de acido, com predominancia dos
Lactococcus e Streptococcus (40% cada). Os Lactobacillus exibiram maior variabilidade
e extensao proteolitica, além de maior producdo de aroma. As culturas analisadas
mostraram boa tolerdncia a 3 e 4% de sal. As cepas de Enterococcus faecium
apresentaram a maior produgdo de bacteriocinas ativas contra Listeria spp., com
potencial de emprego na producgao de queijo de Coalho, como cultura protetora.
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ABSTRACT

Understanding the lactic microbiota of the artisanal Coalho cheeses produced from
raw milk, and its technological properties, is important to preserve the characteristics of
the traditional product in the industrialized Coalho cheeses, elaborated with pasteurized
milk. In order to achieve such knowledge, a research work was carried out in three stages:
I) the physical-chemical characterization of the artisanal Coalho cheeses from Ceara-
Brazil and its lactic microbiota, Il) the study of the behaviour of the lactic acid bacteria
(LAB) along the processing of cheese, Ill) characterization of technological properties of
the lactic cultures isolated from the cheese. The physical-chemical analyses characterized
the evaluated cheese samples with medium moisture content (42%), low acidity (0.24%),
pH of 6.30, high water activity (0.959) and 2.88% NaCl content. Amongst the 643 LAB
isolated from these samples, Enterococcus (59.6%), Lactobacillus (22%), Lactococcus
(1.7%), Leuconostoc (0.6%) and Streptococcus (12.8%) genera were found. The
identification was not conclusive for 3.3% of the isolates. The main species were
Lactococcus latis subsp. latis, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Streptococcus
thermophilus and Enterococcus faecium. Following the evolution of lactic microbiota in
raw milk, curd and cheese samples collected in two dairies, Lactococcus was found to be
present in the milk, but absent in the cheese. The presence of Enterococcus increased
from the raw material to the cheese samples, indicating the transference and multiplication
of these microorganisms throughout the cheesemaking. Such results evidenced a
selection of high temperature resistant microorganisms at the curd cooking stage of
cheesemaking. According to the technological properties evaluated, 15 isolates were
considered fast producers of acid, with predominance of the Lactococcus and
Streptococcus (40% each). The Lactobacillus showed high variability and provided the
widest range of proteolytic activity and production of flavour. The lactic cultures also
showed good tolerance to 3 and 4 % of NaCl. Strains of Enterococcus faecium produced
active bacteriocins against Listeria spp., with potential use in the production of Coalho

cheese like protective culture.
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INTRODUGCAO

Queijos sao produtos lacteos fermentados elaborados a partir do leite de
numero limitado de mamiferos. Eles possuem grande diversidade de sabores,
texturas e formas. A sua produgao encontra-se distribuida por todo o mundo,

seguindo principios comuns a maioria das variedades.

No Brasil, sdo fabricados queijos de varios tipos, como o Minas Frescal, o
queijo Prato e o queijo de Coalho, em grande parte do territério nacional. O queijo
de Coalho, em particular, € produzido tradicionalmente no Nordeste brasileiro,
fazendo parte da culinaria regional. Nos ultimos anos, este produto comecgou a ser
também produzido na regido Sudeste, onde vem sendo cada vez mais apreciado

como acompanhamento de churrascos e outras refeigdes.

Sua produgao é expressiva para a economia rural do estado do Ceara,
sendo fonte de renda e de trabalho para uma parcela consideravel de pequenos e
meédios produtores (SEBRAE/CE, 1998). Além disso, desempenha importante
papel no desenvolvimento da agricultura familiar em pequenos municipios

localizados proximos as bacias leiteiras do estado.

A producdo de queijo de Coalho artesanal é baseada em técnicas
tradicionais, cuja matéria-prima utilizada € o leite cru. Atualmente, o queijo de
Coalho vem sendo produzido em escala industrial, com emprego do processo de
pasteurizagdo do leite devido a exigéncia estabelecida pela legislagdo brasileira,
com o intuito de garantir a seguranga dos consumidores. Algumas industrias
também fazem a adicdo de fermento latico comercial logo apdés o tratamento

térmico do leite.

A pasteurizagcdo reduz grande parte da microbiota latica natural do leite,
responsavel pelo desenvolvimento de caracteristicas organolépticas proprias dos

queijos, influenciando negativamente na qualidade do produto. O uso de fermento
1



latico comercial promove uma padronizagdo cega no queijo de Coalho, sem
recuperar a perda de caracteristicas sensoriais ocasionada pelo efeito do tratamento

térmico.

O desenvolvimento de um fermento latico definido, elaborado a partir de
bactérias acido laticas isoladas do préprio queijo se faz necessario para a
obtencdo de um produto seguro e de boa qualidade, sem promover mudangas

fundamentais nas caracteristicas do mesmo.

Na busca de um fermento latico adequado para a produgdo do queijo de
Coalho a partir de leite pasteurizado, € importante conhecer a composi¢cao da
microbiota latica do queijo artesanal e as propriedades tecnolégicas das bactérias
acido laticas (BAL) isoladas a partir dele. Os queijos artesanais apresentam uma
populagado microbiana tipica e diferente, a qual esta relacionada com a regiao de

origem da matéria-prima e com a sua tecnologia de fabricacao.

A identificacdo de BAL e a caracterizagao das propriedades tecnoldgicas de
culturas isoladas de diversos tipos de queijos tém sido estudadas em todo mundo
(ESTEPAR et al., 1999; COGAN et al., 1997; DURLU-OZKAYA et al., 2001). Em
relagcdo ao queijo de Coalho, ha pouco conhecimento a cerca destes temas. Os
trabalhos encontrados na literatura sobre a avaliagdo da microbiota latica deste
queijo (CARVALHO et al., 2005) e de suas propriedades tecnoldgicas
(CARVALHO et al.,, 2006) sao resultados preliminares originados durante esta

pesquisa.

As informagdes levantadas, através deste trabalho de pesquisa, sobre a
microbiota latica natural de queijos tradicionais, a partir da avaliagdo de cepas
selvagens de BAL, pretendem contribuir para a futura definigdo de um fermento
latico a ser empregado na produgdo do queijo de Coalho produzido com leite

pasteurizado.
No contexto apresentado, este trabalho teve como objetivo geral avaliar a

2



microbiota latica do queijo de Coalho artesanal e suas caracteristicas
tecnoldgicas, visando selecionar culturas laticas para serem utilizadas na
producao do queijo a partir de leite pasteurizado. Os objetivos especificos

desenvolvidos foram:

a) avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a microbiota latica presente em

queijos de Coalho artesanais produzidos no Cearg;

b) isolar e identificar a microbiota latica presente em amostras de leite, massa
do queijo e queijo de Coalho artesanal produzido no Jaguaribe, a fim de
acompanhar a evolugdo ocorrida com as BAL durante o processamento

deste queijo;

c) determinar as propriedades tecnologicas quanto a capacidade de
acidificagcao, atividade proteolitica, producédo de aroma, tolerancia ao NaCl e

producao de bacteriocinas ativas contra Listeria spp.






CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Queijo de Coalho

A Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) do Ministério da Agricultura,
através do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijo de Coalho,
define este produto como um queijo de consisténcia semi dura e elastica, com
textura compacta e macia, podendo apresentar algumas olhaduras. Apresenta cor
branca amarelada uniforme, sabor brando, ligeiramente &acido, podendo ser
salgado, com aroma, também ligeiramente acido, que lembra massa de queijo
coagulada (SDA, 2001).

Como as caracteristicas sensoriais do queijo de Coalho variam de acordo
com o local em que ele é produzido, Nassu, Silva e Viotto (2004) definiram de
forma consensual, através de experts da area de laticinios, os atributos que

definem o queijo de Coalho consumido em Fortaleza, CE (Tabela 1).

Tabela 1 — Atributos sensoriais que diferenciam as caracteristicas dos queijos de
coalho comercializados em Fortaleza, CE.

Atributo Queijos Caracteristicos Queijos Nao Caracteristicos
Olhaduras Poucas Muitas ou nenhuma

Presenca de casca Sim Nao

Cor Amarelo claro a escuro Branco

Aroma Levemente acido A leite, a manteiga, muito acido
Sabor Levemente acido Amargo, muito salgado, sem sabor

Firme, range nos dentes,
borrachento

Fonte: Adaptado de Nassu, Silva e Viotto (2004).

Textura Quebradico, muito mole




Nesta mesma diregdo, Andrade e outros (2006) desenvolveram a
terminologia descritiva de amostras comerciais de queijo de Coalho artesanal e
industrializado, obtendo os seguintes termos, além dos citados acima: liberagao de
soro, para aparéncia; aroma de manteiga ou leite; sabor de manteiga e textura
massenta'. Estes autores também concluem que mesmo entre os queijos de
Coalho produzidos em uma mesma regido existem variagbes entre as

caracteristicas sensoriais percebidas pelos consumidores.

O queijo de Coalho é obtido pela coagulagao do leite, por agédo do coalho
ou de enzimas coagulantes apropriadas, complementado ou nao pela agao de
bactérias acido laticas selecionadas (SDA, 2001). Ele é classificado como de
meédio (36,0-45,9%) a alto teor de umidade (46,0-54,9%), de massa semi-cozida
ou cozida, semi-gordo (25,0-44,9%) ou gordo (45,0-59,9%) (MAARA, 1996).

A Food Agriculture and Organization - FAO (1990), em uma publicagéo
sobre a tecnologia de produtos lacteos tradicionais produzidos em paises em
desenvolvimento, caracteriza o queijo de Coalho como um queijo semi duro,
produzido nos estados do Nordeste do Brasil, principalmente no Ceara,
Pernambuco, Paraiba, Bahia e Rio Grande do Norte, com leite cru. Este produto
apresenta um sabor levemente salgado e acre, possui forma cilindrica ou

retangular, com peso entre 0,5 a 1,5kg, sendo consumido fresco ou curado.

O produto é bastante consumido pela populacdo, em todas as faixas de
renda, o que lhe confere significante relevancia econémica e social (SEBRAE/CE,
1998). Ao contrario de sua forma simples de producgao, a utilizagdo do queijo de
Coalho é bastante variada, podendo ser consumido fresco, assado ou como

ingrediente em diversos pratos regionais.

O queijo de Coalho no Ceara, por ser um produto muito difundido, pode ser
encontrado facilmente para comercializacdo nas préprias unidades produtoras, em

feiras, padarias, confeitarias, lojas de produtos tipicos nordestinos, armazéns, mini

ldificuldade em lubrificar o alimento para degluticdo, devido a adesao na boca.



e supermercados, bares, restaurantes, etc.

Nos ultimos anos, o queijo de Coalho comegou a ser produzido também na
regido Sudeste do Brasil, sempre a partir do leite pasteurizado, onde & muito
consumido sob a forma de espeto para churrasco (PEREZ, 2005). No entanto, o
queijo produzido no Nordeste apresenta caracteristicas sensoriais distintas deste
fabricado no Sudeste, provavelmente, por ser elaborado principalmente de leite

cru.

1.1. Aspectos da Producao de Queijo de Coalho no Ceara

As industrias produtoras de queijos no Ceara, como em toda regiao
Nordeste, estdo divididas basicamente, em pequenas unidades artesanais e
industrias de meédio porte. As primeiras atuam sem qualquer fiscalizacao,
enquanto que as unidades de médio porte sdo regulamentadas e inspecionadas
pelo Ministério da Agricultura ou érgaos oficiais estaduais e municipais (NASSU et
al., 2001a).

A produgdao do queijo de Coalho € considerada tradicional no Ceara,
estando concentrada em pequenos municipios da zona rural. De acordo com
Fernandes e outros (1999) citados por Nassu e outros (2001a), a produgao de
queijos esta situada em duas mesorregides do estado do Ceara: o Vale do
Jaguaribe (Limoeiro do Norte, Morada Nova, Jaguaribe, etc) e Sertdes Cearenses

(Taud, Crateus, Quixada, Quixeramobim, etc).

Um estudo realizado pelo SEBRAE/CE (1998) classificou a produgédo das
queijarias do municipio de Taua como baixa, uma vez que 70% delas produziam
até 5kg/ dia. Ja no municipio de Quixada, 75% das queijarias foram classificadas

como de média produc¢ao, por fabricarem até 15kg/ dia.

Jaguaribe € um municipio cearense, cuja atividade produtiva esta baseada
na producdo de queijo de Coalho, cerca de 150kg/ dia (SEBRAE/CE, 1998). O
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arranjo produtivo nesta regido € composto em grande parte por varias micro e
pequenas empresas, as quais fabricam seu produto isoladamente, utilizando
processos artesanais com tecnologia bem simples, transmitida de geracdo a
geracédo (AMARAL FILHO et al., 2002).

Os produtores de queijo do Jaguaribe foram conquistando boa parcela do
mercado do Ceara e consolidaram uma forte reputagcdo do municipio, como o
“‘grande produtor de queijo do Estado” (IPECE, 2004). Cerca de 80% dos

produtores destinam sua produgao a capital, Fortaleza (NASSU et al., 2001a)

Das empresas formais e informais, uma parte produz regularmente e as
demais estéo sujeitas a sazonalidade da oferta de leite, cuja alta produtividade se
verifica no periodo chuvoso (IPECE, 2004). A matéria-prima utilizada para a
fabricacdo do queijo de Coalho no Jaguaribe é adquirida, em maior parte, de
terceiros (NASSU et al., 2001a); pequenos produtores do Jaguaribe ou municipios
vizinhos, sendo complementada com o leite vindo do municipio de Morada Nova
(AMARAL FILHO et al., 2002).

A tecnologia de elaboragdo do queijo de Coalho artesanal provém de
tradicbes arraigadas, sendo que algumas etapas a distinguem de outros queijos.
Dentre elas, trés podem contribuir efetivamente na definigdo das caracteristicas do
queijo: a utilizagdo de leite cru, o cozimento da massa e a salga diretamente na
massa. O fluxograma geral de producéo do queijo de Coalho no estado do Ceara

pode ser observado na Figura 1.

O cozimento da massa, um dos procedimentos mais importantes na
producao do queijo de Coalho, é realizado pela remogao de parte do soro para ser
aquecido, entre 85 a 100°C, sendo posteriormente reincorporado a mesma. Este
procedimento também pode ser realizado com agua quente ou vapor indireto até a
obtengdo de massa semi cozida (até 45°C) ou cozida (entre 45° e 60°C). A
temperatura de cozimento da massa varia muito de produtor para produtor
(CARVALHO et al. 2005).
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Fonte: Adaptado de Lima (1996)

Figura 1 — Fluxograma geral de produg¢ao do queijo de Coalho no Ceara.

A salga deste queijo, geralmente é realizada pela adigdo de cloreto de sodio
diretamente a massa. Esta pratica tem o objetivo de evitar o estufamento precoce,
que ocorre devido a produgédo de gas por coliformes, o qual € um dos principais
problemas enfrentados pelos produtores de queijo de Coalho do Ceara (Nassu et

al. 2001a). A salga na massa também pode retardar o crescimento do fermento



latico, inibindo uma produgéo intensa de acido (FOX et al., 2000).

Uma técnica que ainda hoje € mantida em pequenas queijarias no Estado
do Ceara, € o emprego de coalho natural do estbmago de bezerro, salgado e
seco. Este procedimento ndo € recomendado, em virtude do alto grau de
contaminagdo microbiana que pode ocasionar. Na regidao do Jaguaribe, 50% dos
produtores ainda fazem uso desta pratica (SEBRAE/CE,1998).

Em algumas unidades produtoras de queijo de Coalho artesanal, durante a
elaboracdo do queijo, além de praticas de higiene inadequadas, sao utilizados
muitos equipamentos e utensilios de material que ndo atendem as normas para os

padrdes higiénico-sanitarios (NASSU et al., 2001a).

1.2. Caracteristicas Fisico-Quimicas do Queijo de Coalho

Apesar do queijo de Coalho ser produzido ha mais de um século, ainda hoje
existe uma falta de padronizagao nas técnicas de elaboracdo do mesmo, o que
acarreta em diferengas nas caracteristicas fisico-quimicas do produto. A Tabela 2
mostra resultados de analises fisico-quimicas realizadas por Nassu e outros

(2001b) em 43 amostras de queijo de Coalho provenientes do Ceara.

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas do queijo de Coalho produzido no

estado do Ceara.

Analise Minimo Maximo Média
Umidade (%) 36,37 49,53 43,01
Gordura (%) 17,77 34,27 27,32
Gordura no extrato seco (%) 34,42 56,75 47,91
Proteina (%) 20,17 29,91 24,26
Cinzas (%) 3,45 5,96 4,41
pH 5,30 6,64 5,92
Acidez (%) 0,10 2,10 0,44
Cloretos (%) 0,72 3,29 1,91

Fonte: Adaptado de Nassu e outros (2001b).
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Andlises realizadas por outros pesquisadores (ARAUJO; NASSU, 2002;
FEITOSA, 1984) revelaram grande variagdo nos teores de umidade, proteina e
gordura do queijo, indicando falta de padronizacdo nas operagdes de elaboragao

do mesmo.

Do total de amostras avaliadas de queijo de Coalho por Nassu e outros
(2001b), 81,4% foram classificadas como de médio conteudo de umidade e
74,4%, como queijo gordo, quando comparadas com o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do queijo de Coalho. Em contrapartida, Sena e outros
(2000) caracterizaram 81,6% das 70 amostras analisadas deste queijo como semi-
gordo e Andrade Filho e Santos (1998) encontraram conteudo de umidade

variando de 56,55 a 88,50% em 15 amostras deste queijo.

A falta de uniformidade nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo de
Coalho se deve também a ampla variagdo fisico-quimica do leite utilizado na
fabricagdo do mesmo (SENA et al., 2000), o qual ndo sofre nenhum tipo de
padronizagcdo. Sena e outros (2000) caracterizaram 81,6% das 70 amostras

analisadas deste queijo como semi-gordo.

1.3. Caracteristicas Microbiolégicas do Queijo de Coalho

A legislagao brasileira estabelece que o leite utilizado na fabricacdo de
queijos deve ser submetido a pasteurizagdo ou tratamento térmico equivalente
(MAARA, 1996). Apesar disso, somente as unidades produtoras sob inspegéo é
que promovem o tratamento térmico do leite. Em 85% dos casos, o leite usado na

elaboragao do queijo de Coalho nao é pasteurizado (NASSU et al., 2001b).

Além de ser fonte de bactérias acido laticas, o leite cru também ¢é a principal
fonte de microrganismos patogénicos nos queijos de Coalho artesanais. Contudo,
a presenca de patdégenos em queijos fabricados com leite pasteurizado ocorre
devido a contaminagao pos-pasteurizagdo (GRAPPIN; BEUVIER, 1997).
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Benevides e outros (2001) detectaram maior contagem de estafilococos
coagulase positiva nos queijos de coalho elaborados com leite cru do que nos
produzidos com leite pasteurizado. Os autores observaram ainda que estes
ultimos queijos, quando armazenados sob refrigeragdo, foram os unicos que n&o
apresentaram contagens destes microrganismos acima do limite estabelecido pela

legislagao brasileira.

Bruno e outros (2005) compararam a qualidade microbioldgica de quatro
amostras de queijo de Coalho artesanal (QCA), fabricados com leite cru, com a
mesma quantidade do queijo industrializado (QCI), produzido com leite
pasteurizado. Todas as amostras QCI e uma QCA apresentaram Escherichia coli,
sendo que nesta mesma amostra QCA também foi detectada a presenca de
Salmonella. Em contrapartida, trés amostras QCA e somente uma QCI

apresentaram contagens de estafilococos coagulase positiva acima de 10’ UFC/g.

Leite Junior e outros (2000) avaliaram a qualidade microbiolégica do queijo
de Coalho comercializado no estado da Paraiba, a temperatura ambiente e sob
refrigeracdo. Das 31 amostras suspeitas para S. aureus, 9,7% apresentaram
resultado positivo para coagulase. Florentino e Martins (1999) detectaram uma
média de 7,8 x 10° UFC/g de S. aureus e a presenca de Salmonella em 30% de 40

amostras de queijo de Coalho, produzidas no estado da Paraiba.

Borges e outros (2005) analisaram o perfil de contaminagéo por S. aureus e
ocorréncia de enterotoxina estafilocécica na linha de produgdo de queijo de
Coalho. A presenca de S. aureus foi detectada em todas as amostras de leite cru
(25/25) e em 12% (3/25) das amostras de queijo avaliadas. A presenga de

enterotoxina estafilocdcica foi constatada em 20% (4/20) das amostras avaliadas.

A presenca de Listeria monocytogenes foi também detectada no queijo de
Coalho por Borges e outros (2003) em 2,3% (1/23) das amostras avaliadas.
Branco e outros (2003) encontraram L. monocytogenes em 19% (16/84) de

amostras industrializadas do mesmo queijo. Souza (2002) também verificou a
12



presenca deste patégeno em 1,4% (10/70) de amostras de queijo de Coalho

artesanal, comercializado na cidade de Fortaleza.

Feitosa e outros (2003) detectaram Listeria sp. em 9% das 11 amostras de
queijo de Coalho provenientes do Rio Grande do Norte, contudo, a presenga de L.

monocytogenes nao foi confirmada.

Borges (2006) avaliou dentre outros microrganismos, a presenca de Listeria
monocytogenes em uma industria processadora de queijo de Coalho, no Ceara.
De 100 amostras de produtos lacteos (leite cru, leite pasteurizado, coalhada e
queijo) e de 165 amostras de ambiente (equipamentos, méveis, utensilios, pisos,
drenos e paredes) foram obtidos 18 isolados caracteristicos para Listeria sp. No
entanto, destes, somente trés foram confirmados como L. monocytogenes através
do emprego de kit API® Listeria, contudo, ndo foram confirmados por meio da
amplificacdo de fragmentos dos genes hly e actA, utilizando a técnica PCR. Este
resultado indicou a auséncia deste patégeno na linha de produgdo do queijo de

Coalho analisada.

Segundo Andrade Filho e Santos (1998), o preparo do queijo de Coalho em
condigdes higiénicas precarias e a sua conservagao sem uso de refrigeragéo sao
responsaveis pela ma qualidade microbiolégica do produto, o que coloca a saude

do consumidor em risco.

1.4. Caracteristicas Sensoriais do Queijo de Coalho

A pasteurizagdo remove grande parte da microbiota latica natural do leite, o
que influencia negativamente no desenvolvimento das caracteristicas sensoriais
do queijo (GRAPPIN; BEUVIER, 1997). Por este motivo, a adigdo de fermento
latico comercial na elaboragdo de queijos, produzidos a partir de leite
pasteurizado, tem ocasionado mudangas nas suas caracteristicas sensoriais
(ESTEPAR et al., 1999). O uso de fermento latico na produgdo de queijo de
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Coalho com leite pasteurizado ocorre apenas nas industrias de maior porte
(NASSU et al., 2001a; 2001b).

Benevides e outros (2000) compararam sensorialmente o queijo de Coalho
produzido a partir de leite cru (LC) com o produzido a partir de leite pasteurizado
(LP), adicionado de um fermento comercial, apés 4, 30 e 60 dias de maturacéo. O
sabor e a textura foram melhor avaliados para o queijo LC com 30 e 60 dias de
cura. Ja para os queijos LP, o parametro de maciez apresentou maior aceitagéo.
Apesar de ambos apresentarem boa aceitacdo quando maturados por 60 dias, o
queijo de Coalho LC foi preferido de forma geral. Também foi observada a

preferéncia do queijo de Coalho LC apés o 4° dia de fabricagao.

Segundo Peldez e Requena (2005), as diferengas existentes entre a
qualidade sensorial de queijos produzidos de leite cru e de leite pasteurizado
dependem, principalmente, da diversidade e complexidade da microbiota presente

no leite cru.

Nassu, Silva e Viotto (2004) também verificaram grande diversidade
sensorial entre 20 amostras distintas de queijo de Coalho consumido em
Fortaleza. Destas, sete amostras apresentaram atributos considerados
caracteristicos para o queijo da regiao, sendo trés artesanais (leite cru) e quatro

industrializadas (leite pasteurizado).

Cavalcante e outros (2004) elaboraram o queijo de Coalho a partir de leite
pasteurizado, inoculado com um pool de cepas de BAL isoladas de leite cru
(Lactococcus lactis subsp. lactis e cremoris). O produto apresentou boa aceitagao
pelos consumidores quando avaliado sensorialmente, o que demostrou ser
possivel promover a sua padronizagao, melhorando a qualidade microbiolégica do

queijo.

A falta de uniformidade e garantia sanitaria na producdo de queijos

artesanais, junto a necessidade de melhorar a qualidade organoléptica dos queijos
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produzidos industrialmente, levou muitos pesquisadores a caracterizarem a
microbiota latica de queijos como ‘Pefiamellera’ (ESTEPAR et al., 1999), Valdedn
(LOPEZ-DIAZ et al., 2000), ‘San Simon’ (FONTAN et al., 2001) e Aspromonte
(CARIDI et al., 2003).

2. Bactérias Acido Laticas

As bactérias acido laticas (BAL) estdo amplamente distribuidas na natureza
e predominam na microbiota de alimentos ricos em carboidratos, proteinas e

vitaminas, como leite, queijo, carne, frutas e vegetais (L6épez-Diaz et al., 2000).

Este grupo de bactérias possui as seguintes caracteristicas comuns: sao
Gram positivas, ndo formadoras de esporos, ndao produtoras de catalase, oxidase
e gelatinase, com morfologia de cocos ou bastbes, ndo reduzem nitrato a nitrito,
mas sao capazes de utilizar o lactato. Crescem em condi¢gdes anaerdbias, mas
sao tolerantes ao O,, sendo entdo chamadas de microaerdfilas (CARR; CHILL;
MAIDA, 2002; HASSAN; FRANK, 2001).

As BAL fermentam carboidratos e produzem &acido latico, sendo os
principais organismos responsaveis pela acidificacdo do queijo. Portanto, a
primeira classificacdo atribuida a estes microrganismos foi baseada na forma do
isdbmero de acido latico produzido. Se o acido latico produzido apresenta rotacao
Optica para direita, ele € denominado Dextrorotatério (D) e se a rotagéo for para
esquerda ele é denominado Levorotatério (L), sendo que se houver mistura dos
dois (DL), € chamado de racémico (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

As BAL podem também ser agrupadas em homofermentativas e
heterofermentativas, de acordo com os produtos de fermentacdo. As
homofermentativas produzem &cido latico a partir da glucose enquanto que as
heterofermentativas produzem dioxido de carbono, acido acético, etanol, etc, além
de acido latico (CARR, CHILL; MAIDA, 2002).
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Ainda, estes microrganismos podem ser divididos, de acordo com a
temperatura de crescimento, em mesofilicos e termofilicos. Os mesofilicos
crescem a uma temperatura 6tima por volta de 30°C e os termofilicos crescem a
uma temperatura 6tima de 42°C (FOX et al., 2000).

O grupo das BAL tem sido, nas ultimas décadas, desmembrados para
constituir novos géneros, reagrupados e redenominados. De acordo com De Vuyst
e Vandamme (1994), existem 12 géneros de BAL considerados validos:
Aerococcus, Alloiococcus, Bifidubacterium, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,

Tetragenococcus e Vagococcus.

Destes géneros, 5 sdo comumente encontrados em queijos: Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (BERESFORD et al.,
2001; FOX et al., 2000). A Tabela 3 apresenta a classificacdo dos géneros de BAL
de acordo com sua morfologia, temperatura de crescimento e produto formado. A
seguir serao descritas as caracteristicas mais importantes que definem cada um

dos géneros que podem fazer parte da microbiota de queijos.

Tabela 3 — Diferenciacdo quanto a morfologia, temperatura de crescimento e

produtos formados pelos géneros de BAL presentes em queijos.

Géneros Morfologia Tetima de Tipo de ac. Fermentacgao
crescimento latico formado de acucar
Lactococcus Cocos/ cadeias 30°C L(+) Homo
Steptococcus Cocos/ cadeias 42°C L(+) Homo
Enterococcus Cocos/ cadeias 42°C L(+) Homo
Leuconostoc Cocos/ pares 30°C D(-) Hetero

Lactobacillus Bastbes/ pares 30 e42°C D(-), L(+)e DL Homo e hetero
Fonte: Adaptado de Fox e outros (2000)e Carr, Chill e Maida (2002).
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2.1. Lactococcus

Os lactococos sdo os microrganismos mesofilicos mais usados para a
producdo de acido nas fermentacdes lacteas, pois sdo capazes de converter
rapidamente a lactose em acido latico. Eles tém capacidade de crescer a 10°C,
em pH étimo de 6,0-6,5, mas ndo a 45°C. Em temperatura ambiente de 20-30°C,
os lactococos levam de 10-20 h para fermentar o leite cru. O numero aproximado
de células viaveis necessarias para a coagulacgao do leite € de 108/ ml (TEUBER,
1995). Klijn, Weerkamp e De Vos (1995) isolaram lactococos de diferentes fontes
ambientais como solo e agua de efluentes, indicando que estes microrganismos

podem sobreviver fora do ambiente de laticinios.

Embora existam 5 espécies conhecidas, somente uma, o Lactococcus
lactis, é significante na fermentacao dos produtos lacteos. Desta, as subespécies
mais importantes sdo Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris — esta subespécie confere melhor sabor ao queijo (FOX et al., 2000). Por
outro lado, a variante Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis é capaz
de converter citrato em diacetil, composto responsavel pelo sabor e aroma tipicos
de manteiga nos queijos (HASSAN; FRANK, 2001). As subespécies referidas

podem ser diferenciadas através das caracteristicas apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas que diferenciam as duas subespécies de Lactococcus

lactis.

Metab. Prod. de NH3 Cresc. em diferentes T(°C) e a [NaCl]

Microrganismo  ,; citrato  daarginina 10 15 40 45

Lc. lactis subsp.

! + + + + + - 4%
lactis
Lc. lactis subsp. + ) + + } _ 29,
cremoris B °

Fonte: Adaptado de Fox e outros (2000).

Os Lactococcus séao geralmente predominantes em queijos frescos que nao
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sofrem cozimento da massa. Sua presenca € reduzida durante o processo de
cura, sendo que Fontan e outros (2001) e Lopez-Diaz e outros (2000) verificaram

seu desaparecimento em seis e oito semanas, respectivamente.

2.2. Lactobacillus

As bactérias deste género se apresentam na forma de bastdes e sédo as
mais tolerantes ao meio acido (HAMMES; VOGEL, 1995). No leite, iniciam o
crescimento, preferencialmente, em pH proximo de 5,5 — 6,2, reduzindo-o para
valores abaixo de 4,0 (HASSAN; FRANK, 2001).

De acordo com Fox et al. (2000), os lactobacilos podem ser divididos em 3
grupos baseados no produto final de sua fermentacgéo. O primeiro grupo é formado
por lactobacilos termofilicos homofermentativos que utilizam apenas hexoses
como fonte de carbono para produzir acido latico (Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis e Lactobacillus helveticus).

No segundo grupo, estdo os lactobacilos mesofilicos heterofermentativos
facultativos, que utilizam outras fontes de carbono além de hexoses (HASSAN;
FRANK, 2001), sendo capazes de produzir acidos organicos, CO,, alcool e H,0,.
Este grupo inclui Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus
plantarum que ndo sdao comumente encontrados no fermento latico, mas estéo
associados a fermentagdo secundaria, benéfica durante a cura do queijo
(BERESFORD; WILLIAMS, 2004). Estes lactobacilos sdo chamados de NSLAB -
non starter acid lactic bacteria, geralmente encontrados em fermentos laticos
artesanais (CROW; CURRY; HAYES, 2001; FOX et al., 2000).

No terceiro grupo, estdo os lactobacilos mesofilicos heterofermentativos
que utilizam, obrigatoriamente, hexoses e pentoses como fonte de carbono. Estes
microrganismos podem produzir sabores indesejaveis e gas durante a cura do
queijo (HASSAN; FRANK, 2001). Neste grupo estao incluidos Lactobacillus brevis
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e o Lactobacillus fermentum, os quais também n&o sdo encontrados no fermento
latico (FOX et al., 2000). Os lactobacilos heterofermentadores obrigatérios sao
detectados com menor frequéncia em queijos (BERESFORD; WILLIAMS, 2004).

Os Lactobacillus foram classificados, originalmente, por Orla-Jensen, em
1919, o qual denominou o primeiro grupo de Thermobacteria, o segundo, de
Streptobacteria e o ultimo de Betabactéria (CARR; CHILL; MAIDA, 2002;
HAMMES; VOLGEL, 1995).

2.3. Streptococcus

O género Streptococcus englobava todos os microrganismos que hoje
fazem parte dos géneros Lactococcus, Enterococcus e Streptococcus. O mesmo
estava subdividido em quatro grupos diferentes, de acordo com suas
caracteristicas fisiolégicas: lactis, enterococos, pyogenis e viridians ou oral. Os
dois primeiros grupos se tornaram géneros independentes e os dois ultimos
permanecem no género Streptococcus (HARDIE; WHILEY, 1995; HOLT et al.,
1994)

Muitas espécies deste género ainda estdo sendo estudadas e reagrupadas
de acordo com suas caracteristicas taxonémicas, sendo que algumas delas sao
parasitarias do homem e outras sao patogénicas. Por apresentarem
caracteristicas taxondmicas muito proximas, as espécies Streptococcus salivarius
e Streptococcus thermophilus foram, temporariamente, tratadas como uma unica
espécie: Streptococcus salivarius subsp. salivarius e subsp. thermophilus
(HARDIE; WHILEY, 1995).

Streptococcus thermophilus € a uUnica espécie do género Streptococcus
utilizada nas fermentacdes lacteas (HASSAN; FRANK, 2001). Esta espécie é
diferenciada das demais pela sua resisténcia ao aquecimento, pois cresce bem a
45°C e também a 52°C, conseguindo sobreviver ao aquecimento de 60°C por 30
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minutos (HARDIE; WHILEY, 1995).

Este microrganismo apresenta a habilidade de fermentar um pequeno
numero de carboidratos (HASSAN; FRANK, 2001), suporta uma concentragao
maxima de NaCl de 2,5% (FOX et al., 2000) e possui atividade proteolitica
limitada. O pH 6timo para o crescimento do S. thermophilus é de 6,5 (HASSAN;
FRANK, 2001).

A maior parte dos produtos lacteos submetidos a temperaturas elevadas
durante a fermentacdo ¢é acidificada pelo crescimento combinado de S.
thermophilus e Lactobacillus spp. A elaboragédo de algumas variedades de queijos
caracterizadas pela temperatura de cozimento elevada (50-55°C), como é o caso
do queijo de Coalho, requer o uso de fermento termofilico que inclui estes
microrganismos (MICHEL; MARTLEY, 2001).

Outra vantagem do uso combinado de S. thermophilus e Lactobacillus spp é
que os lactobacilos termofilicos desempenham o importante papel de utilizar a
galactose, a qual ndo é utilizada pelo S. thermophilus. Desta maneira, os
lactobacilos termofilicos complementam a acidificagdo do queijo e reduzem o
fendbmeno de browning que ocorre quando este é aquecido (MICHEL; MARTLEY,
2001).

O S. thermophilus € um produtor rapido de acido. Michel e Martley (2001)
conseguiram reduzir, em 30 minutos, o tempo de acidificagcdo do queijo Cheddar
utilizando uma baixa quantidade de S. thermophilus (0,007%) junto com 1,7% de
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Quando eles aumentaram a quantidade de
inéculo de S. thermophilus para 0,17%, mantendo a mesma quantidade do outro

microrganismo, o tempo de acidificagao foi reduzido em aproximadamente 2h.
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2.4. Leuconostoc

As bactérias do género Leuconostoc sao distinguidas das outras BAL por
serem cocos heterofermentativos. Estas bactérias apresentam crescimento 6timo
na faixa de temperatura de 20-30°C. As duas espécies associadas aos produtos
lacteos sao: Leuonostoc mesenteroides subsp. cremoris e Leuconostoc

mesenteroides subsp. lactis (FOX et al., 2000).

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

2.5. Enterococcus

O género Enterococcus inclui mais de 20 espécies, sendo Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis as duas mais frequentes em alimentos. Sao
encontrados em grandes propor¢des no trato gastrointestinal de mamiferos e
também no solo, superficie das aguas e plantas. Os enterococos chegam aos
alimentos através de contaminagdes intestinais ou ambientais e multiplicam-se
durante a fermentagcdo (GIRAFFA, 2003), ocorrendo em grandes numeros em
produtos lacteos (SARANTINOPOULOS et al, 2001). Estes microrganismos
sobrevivem a condi¢gdes adversas, como pH, temperaturas e salinidade extremos
(CARIDI et al., 2003).

Os enterococos fazem parte das BAL do fermento latico secundario. Eles

sdo encontrados em muitos queijos artesanais produzidos no sul da Europa, a
partir de leite cru e pasteurizado. Cogan e outros (1997) encontraram um numero
significante de Enterococcus em queijos como Feta, Kasseri, Manchego, Majonero
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e outros. Lopez-Diaz e outros (2000) encontraram uma ampla variedade de

espécies deste género no queijo Valdedén, sendo E. faecalis a espécie

predominante. A Tabela 5 apresenta uma lista de queijos europeus nos quais 0s

enterococos foram estudados.

Tabela 5 — Presencga de enterococos em queijos europeus.

Origem Queijo Tipo de leite Referéncia

Francés Comté Vaca Bouton e outros (1998)

Francés Roquefort Vaca Devoyod (1969)

Francés Venaco Cabra/ Ovelha Casalta e Zennaro (1997)

Grega Feta Ovelha Litopolou-Tzanetaki e outros (1993)
Grega Kefalotyri Ovelha Litopolou-Tzanetaki e outros (1990)
Grega Orinotyri Ovelha Prodromou e outros (2001)
Irlandés Cheddar Vaca Gelsomino e outros (2001)

Italiano Montasio Vaca Basso e outros (1994)

Italiano Mozzarella Vaca Morea e outros (1999)

Italiano Pecorino Pardo Ovelha Mannu e Paba (2002)

Italiano Semicotto Cabra Suzzi e outros (2000)

Portugués  Serra da Estrela Ovelha Tavaria e Malcata (1998)

Espanhol Armada Cabra Tornadijo e outros (1995)

Espanhol Cebreiro Vaca Centeno e outros (1999)

Espanhol Majonero Cabra Fontecha e outros (1990)

Espanhol Manchego Ovelha Ramos e outros (1981)

Espanhol Tetilla Vaca Menéndez e outros (2001)
Espanhol San Simoén Vaca Garcia e outros (2001)

Fonte: Adaptada de Foulquié Moreno e outros (2006)

Nos queijos artesanais produzidos a partir de leite cru, os enterococos

advém da matéria-prima ou do ambiente, variando conforme as condi¢cbes de
higiene do processo e da época do ano (FONTAN et al., 2001; MEDINA et al.,

2001).
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A presenga destes microrganismos em queijos produzidos com leite
pasteurizado ocorre devido a sua capacidade de crescimento em uma ampla faixa
de temperatura (10-45°C) e a sua resisténcia a altas temperaturas. Desta forma,
0s enterococos podem aumentar durante a refrigeragdo do leite e sobreviver a
pasteurizagdo. No entanto, a alta contaminagéo de enterococos em alguns queijos
industrializados a partir de leite pasteurizado, geralmente resulta de praticas

inadequadas de higiene durante a elaboragdao dos mesmos (GIRAFFA, 2003).

As espécies do género Enterococcus apresentam geralmente baixa
capacidade de reduzir o pH do leite. Pesquisas realizadas por Durlu-Ozkaya e
outros (2001) e Sarantinopoulos e outros (2001) mostraram que somente uma
pequena parcela destas espécies promoveu a reducdo do pH do leite para 5,0—
5,2, apdés 16-24h de incubacdo a 37°C. O E. faecalis tem maior poder de
acidificagao que o E. faecium. Suzzi e outros (2000) observaram que o E. faecalis,
isolado de queijos artesanais italianos, reduziu o pH de leite desnatado a 4,5 apds

24h de fermentacéo.

A influéncia positiva dos enterococos no queijo é devida ao
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais, através de reagdes bioquimicas
durante a cura: protedlise, lipdlise, utilizacdo do citrato e producdo de compostos
aromaticos volateis. Além disto, algumas espécies de Enterococcus podem
produzir bacteriocinas, motivo pelo qual elas sao aplicadas como fermento latico
primario. Contudo, o seu maior uso ainda € como fermento adjunto (GIRAFFA,
2003).

O Advisory Committee on Novel Foods and Processors — ACNFP permite o
uso de E. faecium K77D como fermento latico em produtos lacteos fermentados
(GIRAFFA, 2003). No entanto, o uso de outras espécies de Enterococcus em
queijos é questionado, pois ha necessidade de mais estudos sobre os aspectos

clinicos e epidemioldgicos deste uso (COGAN et al., 1997).
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3. Fermento Latico e a Microbiota Latica de Queijos

O fermento latico pode ser definido como uma preparacdo microbiana
contendo numeros elevados de células de um ou mais géneros, espécies e cepas
de BAL. Sua principal funcdo € promover uma acidificagdo rapida durante o
processo fermentativo e assim garantir a seguranga do produto (BERESFORD;
WILLIAMS, 2004, FERREIRA, 2006). A produgado rapida de acido pode ser
influenciada pelo ecossistema do produto (CARVALHO et al., 2006). No entanto, o
uso do fermento latico também tem a finalidade de alcancgar as caracteristicas
sensoriais desejadas e o0s beneficios a saude trazidos pelos probidticos
(BERESFORD; WILLIAMS, 2004).

Os fermentos laticos tentam reproduzir a microbiota latica de queijos e,
portanto, sdo compostos de BAL iniciadoras ou culturas starters e microrganismos
secundarios que também sdo denominados de culturas adjuntas. As BAL
iniciadoras sao responsaveis pela producdo de acido durante a elaboracdo do
queijo e contribuem para o processo de cura. Ja, os microrganismos secundarios
nao contribuem na producdo de acido, mas geralmente estdo envolvidos na

definicdo das caracteristicas sensoriais do queijo (BERESFORD et al., 2001).

Os primeiros fermentos de composicdo conhecida comecaram a ser
distribuidos no inicio do século passado. Esta comercializagdo comegou a partir
da forma liquida, evoluindo a forma concentrada, para uso direto no tanque de
fabricacdo. Os fermentos concentrados podem ser encontrados tanto na forma
congelada como liofilizada (FERREIRA, 2006; TEUBER, 2000).

O fermento latico pode ser classificado de acordo com a temperatura de
crescimento, em mesofilico (26-30°C) e termofilico (42°C). Os fermentos
mesofilicos incluem bactérias dos géneros Lactococcus e Leuconostoc e 0s
fermentos termofilicos consistem de uma mistura de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus spp. (HASSAN; FRANK, 2001). Contudo, esta distingdo esta

perdendo parte do seu sentido a partir do momento que espécies mesofilicas e
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termofilicas s&o encontradas juntas em fermentos mistos definidos para
elaboragao de queijos (PARENTE; COGAN, 2004).

O fermento mesofilico ainda pode ser agrupado em diferentes tipos,
segundo a sua composic¢ao: “B ou L”, “BD ou LD”, “D” e “O”. As culturas do tipo “B
ou L” contém microrganismos produtores de acido (Lactococcus lactis subsp.
lactis e cremoris) e uma espécie de Leuconostoc para produzir aroma e pouca
quantidade de gas (FERREIRA, 2001; HASSAN; FRANK, 2001). Este fermento &
utilizado na produgao do queijo Cottage e em queijos duros, nos quais € desejavel
a producéao de pequenas olhaduras (FERREIRA, 2001).

As culturas do tipo “BD ou LD” além de conter os microrganismos
produtores de acido que estao presentes no tipo “B”, contém dois microrganismos
produtores de aroma: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis e
Leuconostoc cremoris. Assim, este fermento desenvolve maior quantidade de
aroma e gas que o fermento do tipo “B” (FERREIRA, 2001; HASSAN; FRANK,
2001).

As culturas do tipo “D” contém os mesmos produtores de acido que estao
presentes nos outros tipos de fermento e apenas o L. diacetylactis como produtor
de aroma (HASSAN; FRANK, 2001). Por fim, o fermento latico do tipo “O” so6
contém os microrganismos produtores de acido, sendo muito usado na produgao
do queijo Minas Frescal ou nos queijos em que se deseja uma textura compacta e
sem olhaduras (FERREIRA, 2001).

As informagbes sobre a microbiota natural de queijos artesanais podem
contribuir para a definicdo de um fermento latico que auxilie na padronizagcédo de
um produto de qualidade e seguro, sem promover mudang¢as fundamentais nas
caracteristicas do mesmo (CARIDI et al., 2003; DURLU-OZKAYA et al., 2001).

A sucessado da comunidade microbiana em queijos € influenciada pelas

condicbes de cura e pela associagido interativa entre os microrganismos. Esta
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associagdo pode ser benéfica (cooperativa), neutra ou adversa (inibigdo)
(PELAEZ; REQUENA, 2005).

Caridi e outos (2003) verificaram que a populagdo de BAL na forma de
cocos, predominante no queijo italiano artesanal Aspromonte, reduziu no periodo
final da cura (28 dias), enquanto aumentou o numero de bactérias na forma de
bastdes. Isto ocorreu devido a capacidade dos lactobacilos de se desenvolverem

em pH baixo.

Ao pesquisar a microbiota latica natural do queijo espanhol Valdeodn, Lopez-
Diaz e outros (2000) encontraram os seguintes géneros: Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus e Leuconostoc. No acompanhamento dos diferentes
estagios de elaboracdo deste queijo, foi possivel notar que Lactococcus e
Enterococcus dominavam no queijo fresco, e Lactobacillus e Leuconostoc se

sobrepunham durante a cura.

4. Bacteriocinas Produzidas por Bactérias Acido Laticas

As BAL produzem uma ampla variedade de compostos com atividade
antimicrobiana, dentre eles as bacteriocinas. Segundo De Vuyst e Vandamme
(1994), bacteriocinas sao substancias de natureza protéica, produzidas por muitas
espécies de bactérias e que possuem atividade bactericida, particularmente contra

espécies de bactérias intimamente relacionadas a elas.

Estas substancias séo promissoras para uso como conservantes biologicos,
pois muitas delas apresentam estabilidade ao aquecimento, podendo ser
utilizadas em combinacdo com o tratamento térmico. Elas também séao
biodegradaveis, destruidas por enzimas digestivas, seguras a saude e ativas em
baixa concentracao (DE VUYST; VANDAMME, 1994).

O espectro inibitério das bacteriocinas produzidas por BAL é restrito a
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bactérias Gram positivas, pois sua agao ocorre por interferéncias na membrana
citoplasmatica dos microrganismos alvos. As bactérias Gram negativas sao
protegidas pela barreira lipopolissacaridica da membrana externa. Muitas
bacteriocinas s&o ativas contra microrganismos deteriorantes e patogénicos
encontrados em alimentos, incluindo Bacillus cereus, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, entre
outros (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

De acordo com Hassan e Frank (2001) e Teuber (1995), as bacteriocinas

produzidas por BAL podem ser divididas em trés grupos bioquimicos:

» peptideos que contém lantionina (lantibidticos), como a nisina e a lacticina

481, sensiveis ao aquecimento em pH 9,4;

e proteinas pequenas que nao contém lantionina ou peptideos, como as
lactococcinas A, B, G e M; e a diplococcina. Estas bacteriocinas sao

estaveis ao aquecimento;

» proteinas grandes termolabeis e ativas somente em valores baixos de pH,

como a helveticina J e a caseicina 80.

A nisina é a bacteriocina mais extensivamente caracterizada. Ela possui
status GRAS (Generally Recognized As Safe), sendo a unica aprovada para uso
como aditivo alimentar pelo FDA — Food and Drug Admisnistration (MORENO et
al., 2000, O’'SULLIVAN; ROSS; HILL, 2002). Disponivel comercialmente, ela pode
ser utilizada em diferentes concentracbes em queijos frescos e processados
(CAPLICE; FITZGERALD, 1999; TEUBER, 1995).

Varias cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis sdo produtoras de nisina
(HASSAN; FRANK, 2001). No entanto, ha uma grande variabilidade na produgao
natural desta bacteriocina, sendo que alguns isolados mostram uma fraca
atividade inibitéria (RODRIGUEZ et al., 2000).

A subespécie Lactococcus lactis subsp. lactis pode produzir também outras
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bacteriocinas. Moreno e outros (2000) detectaram a produgdo de bacteriocinas em
15 cepas de Lactococcus lactis. Somente uma destas cepas (ITAL383),
entretanto, produziu uma bacteriocina com peso e espectro de atividade

semelhantes ao da nisina.

A Lacticina 481, também produzida por L. lactis subsp. lactis, apresenta
atividade contra alguns lactobacilos, leuconostocs e clostridios (HASSAN; FRANK,
2001). Ja a lacticina 3147, produzida pelo L. lactis subsp. lactis DPC 3147, isolado
de graos de kefir, inibe uma ampla faixa de bactérias Gram positivas, incluindo
espécies de Listeria, Clostridium, Staphylococcus e Streptococcus. Esta cultura
tem sido usada no controle de qualidade de queijos, com a finalidade de reduzir a
populacdo de BAL que nao fazem parte do fermento latico, durante o periodo de
cura (ROSS et al., 2000).

A producao de bacteriocinas pode se constituir em uma vantagem durante a
competicdo bacteriana e permitir que as BAL predominem no leite cru. Rodriguez
e outros (2000) confirmaram atividade inibitoria de 24% de 1340 isolados de BAL
de leite cru. Destas BAL produtoras de bacteriocinas, 67 foram identificadas como
Lactococcus, 8 como Enterococcus, 5 como Lactobacillus e 2 como Leuconostoc.
Através do uso da técnica de Reacdo da Polimerase em Cadeia — PCR, foi
verificado que 58% dos Lactococcus produziram nisina e 38% produziram lacticina
481.

Os lactobacilos usados no fermento latico podem produzir diferentes
bacteriocinas, mas com limitada faixa de atividade. O Lactobacillus helveticus
produz a helveticina J e o Lactobacillus plantarum, que cresce bem em queijos,
produz a pediocina AcH, bacteriocina ativa contra L. monocytogenes (HASSAN;
FRANK, 2001).

Varias bacteriocinas produzidas por enterococos tem sido caracterizadas ao
nivel molecular e identificadas como pertencentes ao grupo dos lantibiéticos ou da

familia da pediocina. Todas as enterocinas possuem estabilidade ao aquecimento,
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a uma ampla faixa de pH e atividade contra L. monocytogenes
(SARANTINOPQULOS et al,, 2002). No entanto, Moreno e outros (2003)
observaram que o pH tem efeito sobre a producao de bacteriocinas pelos
Enterococcus. Em pH 6,5, o E. faecium RZS C5 apresentou maior crescimento,

porém a quantidade de enterocina produzida foi menor do que em pH 5,5.

Sarantinopoulos e outros (2002) verificaram que o E. faecium FAIR-E 198
produziu enterocina em meio MRS durante a fase exponencial de crescimento.
Porém, a atividade da enterocina nao foi constatada em leite desnatado acrescido
de coalho, CaCl, e um fermento misto. O mesmo ocorreu com a inoculagéao deste
microrganismo como fermento adjunto no queijo Feta, o que demonstra que a
presenca de coalho e de uma quantidade elevada de sal afetou o crescimento e

producao de enterocina pelo E. faecium FAIR-E 198.

Em contraste, Moreno e outros (2003) observaram que o E. faecium RZS
C5 e o DPC 1146 produziram enterocina durante todo o periodo de elaboragao do
queijo Cheddar. Isto indica que a contaminagcdo do leite e do queijo pode ser
controlada com uma produgao estavel de enterocinas. Assim, o uso de um
fermento adjunto, aliado as boas praticas de fabricagédo, pode fornecer seguranga

microbiolégica adicional a produgao de queijos.

4.1. Bacteriocinas com Atividade contra Listeria monocytogenes

O uso tradicional da nisina em queijos se da pela prevengdo do
estufamento destes produtos através da formacéao tardia de gas pelos clostridios
(RODRIGUEZ et al. 2000). Porém, Listeria sp. se apresenta como um problema
sério de contaminagédo durante a elaboragdo e cura de queijos (O’'SULLIVAN et
al., 2002). Este fato contribuiu para o aumento de pesquisas de aplicagcdo da
nisina na inibigdo de L. monocytogenes em queijos como Camembert (MAISNIER-

PATIN et al., 1992), em queijos semi duros produzidos a partir de leite cru
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(RODRIGUES et al., 2001) e de L. innocua em queijo Manchego (RODRIGUEZ et
al., 1998).

A bacteriocina produzida pela cepa Lactococcus lactis subsp. lactis ITAL383
apresentou atividade inibitéria contra todas as espécies de Listeria avaliadas,
assim como a nisina produzida pela cepa Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC
11454 (MORENO et al., 2000). Segundo Ross e outros (2000), a lacticina 3147 é
efetiva em uma ampla faixa de pH, enquanto a nisina € ativa apenas em pH acido.
Estes resultados foram observados em um experimento onde se comparou a acao
de um produtor de lacticina 3147 e outro produtor de nisina contra L.

monocytogenes em superficie de queijo curado por fungos (pH entre 6,5 e 8,0).

Cepas de E. faecalis e E. faecium sao capazes de produzir bacteriocinas
com atividade antilisteria quando crescem em leite e queijo (GIRAFFA, 2003).
Segundo Moreno e outros (2003), as enterocinas sdo capazes de reduzir a
contagem de Listeria de 2-9 ciclos logaritimicos, dependendo do produto e da
enterocina testada. Os mesmos autores detectaram a producdo de enterocinas

por E. faecium RZS C5 e DPC 1146, com acgao sobre a Listeria.

O E. faecium disponivel para ser usado como fermento latico pode produzir
enterocina B, uma bacteriocina ativa contra mutantes de L. monocytogenes
resistentes a nisina (HASSAN; FRANK, 2001).

Considerando que a legislacdo brasileira (ANVISA, 2001) estabelece a
auséncia de L. monocytogenes em 25g de queijo, o uso de um fermento latico ou
fermento adjunto, produtor de bacteriocina, durante a elaboragao deste produto,
apresenta grande importancia com respeito a seguranga microbiolégica. Na
Tabela 6 estao apresentados alguns microrganismos produtores de bacteriocinas

que possuem atividade contra Listeria spp.
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Tabela 6 — Atividade de algumas bacteriocinas contra espécies de Listeria.

Microrganismo produtor Bacteriocina Inibicao
Lactobacillus acidophilus Lacticina F -
Lactobacillus acidophilus Lacticina M -
Lactobacillus acidophilus Lacticina B -
Lactobacillus helveticus Helveticina J -
Lactobacillus plantarum Plantaricina A -
Leuconostoc mesenteroides Mesentericina Y 105 +
Lactococcus lactis subsp. lactis Nisina +
Lactococcus lactis subsp. cremoris Diplococcina -
Streptococcus thermophilus Thermophilina 347 +
Streptococcus thermophilus Thermophilina A -
Propionibacterium thoenii Propionicina PLG-1 +
Pediococcus acidilactici Pediocina PA-1 +
Pediococcus pentosaceus Pediocina A +

Fonte: Adaptado de Hassan e Frank (2001).

A obtencdo de bons resultados na inibicdo de L. monocytogenes e de
outros patdégenos com uso de bacteriocinas, necessita de um conhecimento
detalhado da atividade destas substancias contra cepas sensiveis a elas e sobre
os fatores que podem limitar sua efetividade no alimento (SARANTINOPOULOS
et al., 2002).
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CAPITULO Il

CARACTERIZAGAO DA MICROBIOTA LATICA E FiSICO-QUIMICA DO
QUEIJO DE COALHO ARTESANAL PRODUZIDO NO CEARA

Resumo

O presente trabalho trata da avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e
da microbiota latica de 12 amostras de queijo de Coalho artesanal, procedentes
de duas regides produtoras tradicionais no estado do Ceara: Vale do Jaguaribe e
Sertdes Cearenses. As analises fisico-quimicas envolveram a determinacédo de
pH, acidez titulavel, atividade de agua, umidade e cloretos. A microbiota latica foi
avaliada através da contagem e isolamento de bactérias acido laticas (BAL), em
meios M17 e Rogosa, ambos incubados em temperaturas de 30 e 42°C;
purificacdo e confirmacao das BAL, com posterior identificacdo dos géneros e
espécies presentes no queijo. Os resultados caracterizaram o queijo de Coalho
como de médio conteudo de umidade (42%), baixa acidez (0,24%), com pH de
6,30; elevada atividade de agua (0,959) e teor de NaCl de 2,88%. De um total de
811 isolados, 643 foram confirmados como BAL e submetidos a identificacdo. Os
géneros encontrados foram Enterococcus (59,6%), Lactobacillus (22%),
Lactococcus (1,7%), Leuconostoc (0,6%) e Streptococcus (12,8%). Uma
percentagem de 3,3% de isolados nao foram identificados. Enterococcus faecium
e Lactobacillus paracasei subsp. paracasei foram as espécies prevalecentes. A
predominéncia de Enterococcus, Streptococcus e Lactobacillus termofilicos sugere
que, durante o processamento do queijo de Coalho ocorreu uma selegédo de
bactérias resistentes a temperaturas elevadas, decorrente do cozimento da
massa. A grande presenca de Enterococcus pode indicar condigdes higiénico-
sanitarias inadequadas durante a produgao deste queijo.
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1. Introdugéao

O queijo de Coalho é um dos produtos lacteos de maior tradicdo do
Nordeste brasileiro. No Ceara, este queijo apresenta relevancia econémica e
social, sendo bastante consumido pela populacédo, em todas as faixas de renda, e

usado em muitos pratos da culinaria regional.

A produgéo de queijo de Coalho no estado esta concentrada em pequenos
municipios da zona rural, situados, principalmente, no Vale do Jaguaribe e nos
Sertdes Cearenses. Na primeira regiao esta localizado o municipio de Jaguaribe e

na ultima est&o inseridos os municipios de Taua e Quixada (NASSU et al., 2001).

O processo de elaboragao do queijo de Coalho artesanal utiliza o leite cru
como matéria-prima e emprega técnicas tradicionais, transmitidas de geracdo em
geracdo. Em consequéncia disto, ocorrem variagdes entre as diferentes regides
produtoras e de produtor para produtor, levando a uma falta de padronizagao no
queijo obtido. Além disso, a procedéncia e a qualidade da matéria-prima utilizada

na producéo deste queijo também sao fatores que influenciam no produto final.

Uma etapa considerada importante no processamento do queijo de Coalho
€ o cozimento sucessivo da massa, que consiste na remog¢ao de parte do soro
para ser aquecido entre 85 a 100°C. Apds o aquecimento, o soro removido é
reincorporado a massa que sera semi cozida (até 45°C) ou cozida (entre 45° e
60°C). A temperatura e o numero de cozimentos aplicados a massa conferem
diferentes caracteristicas ao queijo (CARVALHO et al. 2005).

Além dos aspectos tecnologicos, vale ressaltar que as bactérias acido
laticas (BAL) também desempenham um papel de suma importancia no
desenvolvimento de caracteristicas individuais para cada tipo de queijo
(BERESFORD et al., 2001).

A legislagao brasileira estabelece que o leite utilizado na fabricagdo de
queijos deve ser submetido a pasteurizagdo ou tratamento térmico equivalente
44



(MAARA, 1996). Além disso, o Regulamento de |dentidade e Qualidade de queijo
de Coalho determina que a matéria-prima utilizada neste produto deve ser
pasteurizada. A pasteurizagdo promove a reducédo de grande parte da microbiota
latica natural do leite, o que influencia negativamente no desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais do queijo (GRAPPIN; BEUVIER, 1997).

Por este motivo, a adigdo de fermento latico comercial na elaboragao de
queijos, produzidos a partir de leite pasteurizado, tem ocasionado mudangas nas
suas caracteristicas organolépticas (ESTEPAR et al., 1999). Muitas variedades de
queijos perderam sua identidade no momento em que passaram a ser produzidos
em escala industrial (PELAEZ; REQUENA, 2005).

Neste contexto, as informacdes levantadas sobre a microbiota latica natural
de queijos tradicionais, a partir da avaliagao de cepas selvagens de BAL, podem
contribuir para a definicdo de um fermento latico que auxilie na padronizagédo de
um produto seguro e de boa qualidade, sem promover mudangas fundamentais
nas caracteristicas do mesmo (CARIDI et al., 2003; DURLU-OZKAYA et al., 2001).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas e a microbiota latica presente em queijos de Coalho
artesanais produzidos no Ceara, contribuindo para ampliar o conhecimento sobre

a populacéo latica natural deste queijo.

2. Material e Métodos
2.1. Selecao e Coleta de Amostras

Com o intuito de levantar informagbes sobre os queijos disponiveis ao
consumidor, uma pesquisa inicial foi realizada junto aos estabelecimentos
comerciais onde o queijo de Coalho é comercializado na cidade de Fortaleza —

CE. Dados como regularidade de oferta, tradicdo de venda, procedéncia e
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identificacdo do produtor foram coletados e usados como base para a escolha das
amostras. Apos o levantamento dessas informagdes, 12 amostras de queijo de
Coalho artesanal, produzido no Ceara, foram selecionadas para serem
submetidas as analises de caracterizagao fisico-quimica e de avaliacdo da

microbiota latica.

Em relagéo a procedéncia, foram coletadas amostras das duas regides que
apresentam maior producdo de queijo no estado: o Vale do Jaguaribe e a os
Sertdbes Cearenses — Quixada e Taua. Foi também constatado que algumas
amostras nao continham embalagem e r6tulo e nenhuma delas apresentava selo

de inspecgao federal ou estadual.

As amostras selecionadas foram coletadas nos estabelecimentos
comerciais, acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo e transportadas
para o Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Embrapa Agroindustria

Tropical, onde foram analisadas.

2.2, Avaliagao da Microbiota Latica
2.2.1. Preparacao das amostras

As amostras de queijo de Coalho foram divididas em oito por¢des, sendo
quatro delas retiradas, alternadamente, para posterior realizacdo das analises
fisico-quimicas. As quatro porgdes restantes de cada queijo foram subdivididas
aleatoriamente, a fim de se obter uma aliquota de 25g, mensurada em balanga
semi analitica (Marte, AS1000C). As amostras foram homogeneizadas em um
homogeneizador tipo Stomacher (Seward, 400) com 225ml de solugao de citrato
de sodio 2% (Vetec) aquecida a 45°C e, na sequéncia, foram realizadas diluigdes
decimais em série, em solugédo peptonada a 0,1% (Merck) (FRANK; CHRISTEN;
BULLERMAN, 1992; HARRIGAN, 1998).
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2.2.2. Isolamento e Contagem de bactérias acido laticas

A contagem e o isolamento das BAL foram efetuados apds a inoculagao de
1ml das diluigdes das amostras, em profundidade, com sobrecamada (HALL,
LEDENBACH; FLOWERS, 2001), nos meios M17 agar (Oxoid) e Rogosa agar
(Difco). O meio M17 foi utilizado para o isolamento de microrganismos na forma de
cocos (CARIDI et al., 2003), sendo as placas incubadas a 30 ou 42°C, por 48h. O
uso de duas diferentes temperaturas de incubacgao teve a finalidade de selecionar

bactérias mesofilicas e termofilicas.

O agar Rogosa foi acidificado com acido acético glacial para atingir o pH de
5,4, com a finalidade de isolar lactobacilos (MACEDO; TAVARES; MALCATA,
2004). As placas de agar Rogosa foram incubadas por 5 dias, nas mesmas
temperaturas usadas para as placas de M17. Posteriormente, uma contagem
presuntiva das Unidades Formadoras de Colonias — UFC foi realizada. Foram
escolhidas placas que apresentaram entre 20 e 200 colbnias; das quais 15-20

colonias foram coletadas aleatoriamente.

2.2.3. Purificagao e confirmagao das bactérias acido laticas

A purificacdo foi realizada pelo estriamento das colénias selecionadas,
anteriormente, em meio Man, Rogosa e Sharpe — MRS agar (Acumedia), seguida
de incubacgao por 48h nas temperaturas de 30 ou 42°C, conforme temperatura
usada na etapa de isolamento. Apds a purificagao, os isolados foram mantidos em
MRS caldo (Acumedia), através de frequentes repicagens e submetidos aos testes
de confirmacao: coloragao de Gram, para verificagdo da morfologia das células,

reacao de atividade da catalase e produgao de acido.

Para avaliacdo de produgao de acido, uma aliquota de 1% de cada isolado
(previamente ativado em caldo) foi inoculada no meio leite tornassolado - Litmus
Milk (BBL) e incubada a 35°C por 7 dias. A produgdo de acido foi verificada pela
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coagulagdo e reducdo do meio durante este periodo. Os microrganismos
produtores de acido, Gram positivos, catalase negativa, na forma de cocos ou
bastdes foram considerados bactérias acido laticas (HALL; LEDENBACH;

FLOWERS, 2001).

2.2.4. |dentificagdo das bactérias acido laticas

A diferenciacdo de género para as BAL, com a morfologia de cocos
(Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus e Enterococcus) foi efetuada com base
nos testes de crescimento dos isolados nas seguintes condi¢des: temperaturas de
10 e 45°C, pH de 4,4, e 9,6; teor de NaCl 6,5% e producédo de CO, a partir da
glucose (HARRIGAN, 1998).

As BAL em forma de bastbes (Lactobacillus) foram submetidas aos testes
de crescimento nas temperaturas de 15 e 45°C, incubados por 5 e 2 dias,

respectivamente, e de produgéo de CO, a partir da glucose (COGAN et al., 1997).

O teste de crescimento em diferentes temperaturas foi realizado em Leite
Desnatado Reconstituido — LDR a 10%. Os testes de crescimento em diferentes
pH’s e na presenca de 6,5% de NaCl foram conduzidos no caldo APT (Himedia).
Para o teste de producédo de CO, foram usados o caldo MRS, suplementado com
5% de glucose e um tubo de durham invertido. Segundo Gibson e Abdel-Malek
(1945), a quantidade de gas formada a partir da glucose depende da profundidade
do meio contido no tubo, sendo recomendado o uso de 5-6ml de caldo por tubo. O
caldo foi coberto com uma camada de 1cm de 6leo mineral, para evitar a difusao
do gas formado (SMIBERT; KRIEG, 1981).

A identificacdo das espécies para os diferentes géneros encontrados foi
realizada de acordo com os testes bioquimicos, utilizando o sistema APl 50CH em
conjunto com o meio APl CHL (BioMeérieux®, Marcy-I'Etoile - France) para
lactobacilos e semelhantes e o sistema API 20 Strep (BioMérieux®, Marcy-I'Etoile
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- France) para a maioria dos estreptococos, enterococos e microrganismos

semelhantes.

A identificacdo de Streptococcus thermophilus nao pode ser feita através do
API 20 Strep porque este so6 identifica espécies clinicas de Streptococcus. Desta
maneira, para identificar esta espécie, foi realizado o teste de termorresisténcia,
no qual uma aliquota de 1% de cada isolado foi inoculada em LDR 10% estéril, e
submetida ao tratamento térmico de 60°C/ 30 minutos. Em seguida, os tubos
foram incubados a 42°C por 24-48h para verificagdo do crescimento de
Streptococcus thermophilus (HARDIE; WHILEY, 1995).

As cepas utilizadas como padrdes para a identificacdo de BAL foram da
colegao de culturas da American Type Culture Collection — ATCC e da colegao da

Nacional Collection of Dairy Organisms — NCDO (Tabela 1).

Tabela 1 — Cepas de referéncia utilizadas na identificacdo das BAL.

Cepas de referéncia Fonte

Enterococcus faecalis ATCC 19433
Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO 2003
Lactobacillus acidophilus ATCC 4256
Lactobacillus fermentum ATCC 9338
Lactobacillus plantarum ATCC 8914
Streptococcus thermophilus NCDO 1968

2.3. Analises Fisico-Quimicas

As porgdes retiradas das amostras de queijo, de forma alternada, foram
preparadas para analises fisico-quimicas de acordo com os métodos oficiais de
analise da Association of Official Analytical Chemists — AOAC (AOAC, 1997). Apés

o queijo ser triturado e homogeneizado, o material foi submetido as determinagdes
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de pH, acidez titulavel, atividade de agua, umidade e cloretos, com ensaios em

triplicata.

2.3.1. Determinacao de pH e acidez titulavel

A determinacdo de pH foi realizada em potencidmetro digital (Analyser,
modelo 300M), previamente calibrado com solu¢des tampao de pH 4,0 e 7,0,
conforme a metodologia AOAC 935.17 (AOAC, 1997). A acidez das amostras de
queijo, por sua vez, foi determinada pelo método titulométrico com solugcéo de
hidroxido de sddio (Vetec) 0,1N, seguindo a metodologia AOAC 920.124 (AOAC,
1997). Os resultados foram expressos em percentuais de acidez em acido latico

(g/ 100g amostra).

2.3.2. Determinagao de atividade de agua e de teor de umidade

A atividade de agua foi determinada através do aparelho Aqualab (Decagon
Devices Inc, modelo CX-2), previamente calibrado com sais saturados de K;SO,
ou NaCl. A determinagdo de umidade foi realizada de acordo com a metodologia
AOAC 948.12, que preconiza a secagem prévia das amostras em banho-maria a
100°C, seguida de secagem em estufa com circulagdo forcada de ar, a uma

temperatura de 130°C até a obtencéo de peso constante (AOAC, 1997).

2.3.3. Determinacéao de cloretos

O teor de cloretos foi determinado diretamente na amostra pelo Método de
Volhard conforme a metodologia AOAC 935.43 (AOAC, 1997). Os resultados

foram expressos como porcentagens de cloreto de sédio.
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2.3.4. Analise estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas receberam tratamento estatistico
através do teste de Analise de Variancia — ANOVA — para determinagao de
significancia estatistica. As médias obtidas para as amostras de queijo de Coalho
artesanal avaliadas foram comparadas através do teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%. As analises estatisticas citadas foram realizadas com o auxilio
do software livre R, versao 2.4.0 (R DEVELOPMENT, 2006).

3. Resultados e Discussao

Das 12 amostras de queijo de Coalho artesanal analisadas, nove foram
produzidas no Vale do Jaguaribe e trés nos Sertdes Cearenses (Tabela 2). As
amostras procedentes de Jaguaribe apresentavam formato redondo enquanto que
as dos Sertdes Cearenses eram retangulares. Nenhuma destas amostras de

queijo mostrou a presenga de soro.

Todos queijos produzidos em Jaguaribe possuiam casca fina, sendo que
quatro deles tinham uma textura macia, bem como o fabricado em Quixada. J4, os
queijos elaborados no Taua apresentavam casca dura e textura mais firme, devido
a maior cura. A presenca de olhaduras foi verificada em todas as amostras
analisadas, no entanto somente 25% delas mostraram esta caracteristica em

grande propor¢ao (Tabela 2).

Das amostras produzidas no Jaguaribe, quatro continham embalagem e
rétulo, assim como a amostra de Quixada, e cinco ndo os continham, da mesma

maneira que as amostras de Taua (Tabela 2).

Embora apenas 41,7% dos queijos apresentassem embalagem e rétulo, o
intervalo médio entre a fabricacdo e a analise das amostras estudadas foi

estimado em seis dias. Para este calculo foram retiradas duas amostras, QCS8 e
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QC13, procedentes do municipio de Taua (Sertdes Cearenses), para as quais nao

se tinha informagdes seguras o suficiente sobre a sua data de fabricagao.

Tabela 2 — Procedéncia e caracteristicas das amostras de queijo de Coalho

artesanal produzido no estado do Ceara utilizadas neste estudo.

N° Caédigos .. Embalagem Cascal Cor/ Presenca de
amostras queijos Procedéncia e Rétulo Textura olhaduras

1 QC1 Jaguaribe Sim Fina/ Firme Amarelo-clara/ Poucas
2 QC2 Jaguaribe Néo Fina/ Firme Amarelo-clara/ Poucas
3 QC3 Jaguaribe Sim Fina/ Firme Amarelo-clara/ Muitas
4 QC4 Jaguaribe Sim Fina/ Firme Amarelo-clara/ Poucas
5 QC5 Jaguaribe Sim Fina/ Macia Branca/ Poucas

6 QC6 Jaguaribe N&o Fina/ Firme Amarelo-clara/ Poucas
7 QC7 Quixada Sim Fina/ Macia Branca/ Poucas

8 QC8 Taua Nao Dura/ Firme Amarela/ Muitas

9 QC9 Jaguaribe Nao Fina/ Macia Amarelo-clara/ Poucas
10 QC12 Jaguaribe Néo Fina/ Macia Amarelo-clara/ Poucas
11 QC13 Taua Néo Dura/ Firme Amarela/ Muitas

12 QC14 Jaguaribe Néo Fina/ Macia Amarelo-clara/ Poucas

3.1. Analises Fisico-Quimicas

Os resultados de atividade de agua, umidade, acidez titulavel, pH e cloretos
para as amostras analisadas sdo apresentados na Tabela 3. Os valores dos
parametros fisico-quimicos avaliados mostraram pequeno espalhamento em torno

das médias, indicado pela magnitude de seus respectivos desvios padrdes.

A ANOVA revelou que os resultados fisico-quimicos obtidos para atividade

de agua, umidade, acidez titulavel, pH e cloretos foram estatisticamente

significativos em um nivel de 95% de confianga.
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Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de queijo de Coalho

artesanal produzido no Ceara.

Amostras Aa Umidade (%) Acidez pH Cloretos (%)
QC1 0,968 (0,001)* 40,93 (0,30)° 0,24 (0,00)* 6,51 (0,03)° 2,77 (0,14)?
QC2 0,953 (0,002)° 42,78 (0,02)° 0,22 (0,02)*° 6,49 (0,01)* 2,73 (0,02)°
QC3 0,974 (0,003)" 48,23 (0,09) 0,25(0,72)* 6,39 (0,00)° 2,16 (0,02)°
QC4 0,946 (0,002)° 40,95 (0,34)* 0,37 (0,02)° 6,11 (0,02)° 3,50 (0,03)°
QC5 0,963 (0,000)° 45,26 (0,04)° 0,26 (0,02)° 6,20 (0,02)* 3,32 (0,24)~
QC6 0,961 (0,001)° 42,25(0,01)* 0,27 (0,00 6,12 (0,02)° 3,03 (0,03)>
QC7 0,967 (0,001)* 51,59 (0,05 0,16 (0,02)° 7,04 (0,01)° 2,99 (0,11)>¢
QC8 0,954 (0,001)° 40,30 (0,21)* 0,25(0,00)* 6,21 (0,01) 3,16 (0,08)"
QC9 0,957 (0,001)° 38,89 (1,02)¢ 0,23(0,02)* 6,28 (0,01)" 3,12 (0,08)*
QC12 0,961 (0,001)° 41,34 (0,07)* 0,13 (0,02)° 6,39 (0,03)° 2,92 (0,10)*
QC13 0,916 (0,001)" 28,80 (0,09)" 0,96 (0,02) 5,54 (0,02) 3,30 (0,10)«
QC14 0,982 (0,002)° 42,63 (0,64)° 0,27 (0,02)* 6,35 (0,05)° 1,53 (0,04)
Médias 0,959 (0,017) 42,00 (5,49) 0,24 (0,06)* 6,30 (0,34) 2,88 (0,55)

Resultados apresentados como média aritmética (desvio padréo).

*Média sem o valor da amostra QC13.
Valores seguidos da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si para um nivel de 5% de

significancia.

3.1.1. Atividade de agua e de teor de umidade

A atividade de agua (Aa) média para as amostras de queijo de Coalho

artesanal foi de 0,959, e esta dentro da faixa de variagao de Aa para queijos citada

pela literatura, a qual vai de 0,999 para os queijos frescos a 0,900 para os de cura
prolongada (FOX et al., 2000, GUINEE; FOX, 2004).

O valor médio obtido para Aa das amostras de queijo de Coalho artesanal

reportado neste trabalho € aproximadamente o mesmo do valor (0,955)

encontrado por Andrade (2006) em amostras de queijo de Coalho artesanal

produzidas no Ceara e do valor (0,963) relatado por Nassu e outros (2006) para
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Aa de queijos de Coalho produzidos no Rio Grande do Norte.

A Aa minima para o desenvolvimento de Lactococcus lactis, Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus helveticus é, respectivamente, 0,93, 0,98, 0,96. Em
geral, a Aa 6tima para o crescimento das BAL é de 0,990 (BERESFORD et al.,
2001). Os valores de Aa encontrados nas amostras de queijo de Coalho
analisadas foram inferiores a 0,990 e provavelmente contribuem para o controle
da atividade metabdlica e multiplicagdo deste grupo de microrganismos neste tipo

de queijo.

O teor de umidade das amostras de queijo de Coalho artesanal variou de
28,80 a 51,59%, com média de 42,0% (Tabela 3). Dentro desta faixa de variagao,
75% das amostras foram classificadas como de média umidade (36 a 45,9%)
conforme a Portaria n° 146 do Ministério da Agricultura, Abastecimento e Reforma
Agraria (MAARA, 1996).

Resultados semelhantes foram relatados por Araujo e Nassu (2002), nos
quais 81,4% de 43 amostras de queijo de Coalho produzidas no Ceara foram
classificadas como de médio conteudo de umidade. Andrade (2006) observou que
71,43% de sete amostras do mesmo tipo de queijo, incluindo artesanais e
industrializadas, também apresentavam esta caracteristica. Nassu e outros (2006)
verificaram que 66,67% de seis amostras de queijo de Coalho produzidas no Rio

Grande do Norte tinham médio conteido de umidade.

Em contrapartida, analises realizadas por Andrade Filho e Santos (1998)
relataram conteudo de umidade variando de 56,55 a 88,50% em 15 amostras de
queijo de Coalho fabricadas em Sergipe, o0 que as classificou como queijo de

muita alta umidade.

A Unica amostra caracterizada como de baixa umidade, QC13 (28,8%), foi
procedente do municipio de Taua (Sertdes Cearenses), onde o queijo de Coalho é

tradicionalmente submetido a um tempo de cura maior. O resultado obtido para
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esta amostra ndo se encontra em conformidade com o conteddo de umidade
média (36 a 45,9%) a alta (46 a 54,9%), estabelecido pelo Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade do Queijo de Coalho (SDA, 2001).

Benevides e outros (2000) avaliaram a perda de umidade durante 90 dias
de cura do queijo de Coalho elaborado a partir de leite cru e pasteurizado. Apos
30 dias de cura, a amostra produzida com leite cru apresentava umidade de
22,21%. Este resultado sugere que a amostra QC13 poderia estar no momento da

analise com um tempo de cura de, aproximadamente, 30 dias.

3.1.2. pH e acidez titulavel

O valor médio de pH verificado para as amostras de queijo de Coalho
artesanal foi de 6,30 (Tabela 3), sendo que o pH minimo (5,54) foi observado na
amostra QC13, que, como ja foi mencionado anteriormente, poderia ter sido
submetida a um maior tempo de cura. Durante a cura, as BAL produzem maior

quantidade de acido latico reduzindo o pH do queijo.

O valor de pH do queijo de Coalho situa-se normalmente em torno de 6,0,
no entanto, a amostra QC7 apresentou pH demasiadamente elevado (7,04). Isto
pode ocorrer possivelmente em decorréncia da presencga de leveduras e fungos
nos queijos, 0s quais possuem a capacidade de metabolizar acido latico,
particularmente, na superficie do queijo (BERESFORD; WILLIAMS, 2004). Um
outro fator que pode contribuir para elevagao do pH é a protedlise do queijo devido
a producado de compostos alcalinos durante a quebra de proteinas (FOX et al.,
2000).

A acidez titulavel, expressa em percentual de acido latico, variou de 0,13 a
0,37%, com valor médio de 0,24% e desvio padrao igual a 0,06% (Tabela 3).
Estes valores n&o incluem a acidez medida para a amostra QC13 (0,96%),
descartada por diferir sensivelmente das demais amostras.
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Embora Sena e outros (2000) tenham verificado um pH médio de 5,35 para
as amostras de queijo de Coalho comercializadas no varejo de Recife, PE,
Andrade (2006), que analisou amostras de queijo de Coalho produzido no Ceara,
obteve valores médios de 6,33 para pH e 0,42% para acidez, em concordancia
com os resultados deste trabalho. Nassu e outros (2006), que encontraram
valores médios de pH e acidez, respectivamente de 6,50 e 0,16% , para queijos

produzidos no Rio Grande do Norte, também seguem no mesmo sentido.

3.1.3. Cloretos

O teor médio de cloreto de sodio verificado para as amostras de queijo de
Coalho artesanal foi de 2,88%, com minimo de 1,53% e maximo de 3,50%
(Tabela 3). Segundo Guinee e Fox (2004), o conteudo de sal em queijos varia de

aproximadamente 0,7% para o Emmental a 6,0% para o Domiati.

Resultados similares aos encontrados neste trabalho foram relatados por
Araujo e Nassu (2002), que constataram um valor médio de 3,29% de NaCl em
queijos de Coalho produzidos no estado do Ceara, e por Nassu e outros (2006)
que encontraram um conteudo médio de NaCl de 2,51% em amostras deste

mesmo tipo de queijo, elaborado no Rio Grande do Norte.

A concentracao de sal € um fator que exerce grande influéncia na qualidade
do queijo, pois desempenha fun¢gdes como: preservacao pela redugéo da atividade
de agua e expulsdo do soro do queijo com consequente diminuigdo da umidade e
inibicado do crescimento microbiano; retardagéo da cura por inibir o crescimento de
microrganismos € a atividade excessiva de enzimas, o que afeta no sabor e na
textura dos queijos (GUINEE; FOX 2004).

Na relagcao entre o teor de sal e as BAL, baixos niveis de NaCl estimulam o
crescimento das espécies de Lactococcus, porém, concentragdes acima de 5%
inibem fortemente os microrganismos deste género. A maioria das BAL
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associadas a fermentagdo secundaria dos queijos podem crescer a 6%, mas néo
a 8% (FOX et al., 2000).

3.2. Avaliagao da Microbiota Latica
3.2.1. Populagao de bactérias acido laticas

A populagdo de BAL isolada nos meios de crescimento especificos, as
temperaturas de incubacdo de 30 e de 42°C pode ser observada na Figura 1,
para o meio M17, e na Figura 2, para o Rogosa. Os meios e as temperaturas
empregados permitiram um bom crescimento microbiano, embora o meio M17
pareca ter sido mais apropriado que o Rogosa, por resultar em maior contagem de
unidades formadoras de colbénias por grama de queijo (UFC/g), em ambas

temperaturas.

Para cada amostra de queijo de Coalho foram realizadas contagens para as
duas temperaturas avaliadas, resultando em 24 enumeragbes em cada meio. O
crescimento microbiano foi observado para todas as amostras em meio M17,

sendo 87,5% com contagens superiores a 108 UFC/g (Figura 1).
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Figura 1 — Contagens de bactérias acido laticas isoladas de amostras de queijo de

Coalho artesanal em meio M17, a diferentes temperaturas.
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Em meio Rogosa, somente 20,8% das amostras apresentaram contagens
viaveis acima de 10® UFC/g. A maior parte das amostras (58,3%) mostrou uma
contagem em torno de 10° e em 8,3% das amostras ndo foram detectadas células

viaveis neste meio (Figura 2).
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Figura 2 — Contagens de bactérias acido laticas isoladas de amostras de queijo

de Coalho artesanal em meio Rogosa, a diferentes temperaturas.

As duas amostras que apresentaram um comportamento diferente das
demais nos meios M17 e Rogosa foram: QC1 e QC3, ambas procedentes de
Jaguaribe. Estes queijos exibiram menor contagem a 30°C no M17, quando
comparados com as outras amostras, e ndao mostraram células viaveis a 42°C no

meio Rogosa.

Torres-Llanez e outros (2006) também utilizaram diferentes meios (M17 e
MRS) e temperaturas (30, 37 e 42°C) para o isolamento de BAL isoladas de um
queijo fresco Mexicano, obtendo um bom crescimento em todas as combinagdes
de meio e temperatura. Medina e outros (2001) ndo encontraram diferenca

significativa entre as contagens médias para as BAL nos meios M17, MRS e MSE
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e Ouadghiri e outros (2005) obtiveram contagens de 10® — 10° UFC/g para BAL

isoladas de oito amostras de um queijo Marroquino, em MRS.

3.2.2. Confirmagao das bactérias acido Laticas
Avaliacdo de producéo de catalase

Para os microrganismos isolados serem considerados BAL, eles devem ser
Gram positivos, catalase negativa e produtores de acido. Para o total de 811
isolados Gram positivos, grande parte mostrou-se catalase negativa (81,0%),
13,0% foram catalase positiva, sendo descartados, e 5,7% dos isolados nao se
desenvolveram nos meios de cultura utilizados, sendo considerados nao
cultivaveis (Tabela 4). O desenvolvimento de outros microrganismos, catalase
positiva, além das BAL, ocorre devido ao uso de meios de cultura bastante ricos

em nutrientes.

Tabela 4 — Produgéo de catalase pelos microrganismos isolados das amostras de

queijo de Coalho artesanal.

Producao de Catalase N° de isolados %

Negativa 657 81,0
Positiva 108 13,3
Nao Cultivaveis 46 57
Total 811 100

Verificagdo de morfologia dos microrganismos isolados

Microrganismos na forma de cocos foram predominantes (440) e isolados
em quantidades similares nos meios M17 e Rogosa (Tabela 5). Este fato

demonstra a baixa seletividade destes meios na discriminacdo dos
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microrganismos na forma de cocos. No entanto, os microrganismos na forma de
bastbes e cocobacilos apresentaram preferéncia pelo Rogosa, pois a maior parte

deles foi isolado neste meio, representando, respectivamente, 23,8% e 17,4%.

De acordo com Richter e Vedamuthu (2001), o meio M17 é mais especifico
para cocos, enquanto o Rogosa € parcialmente seletivo para o isolamento de
lactobacilos porque o seu pH é reduzido pela adigao de acido acético, favorecendo

o desenvolvimento destes microrganismos.

Por outro lado, os resultados obtidos por Lopez-Dias e outros (2000)
contradizem a especificidade do meio M17 para os cocos, pois 77,5% dos
enterococos foram isolados a partir do meio Rogosa e somente 12,5% destes

microrganismos foram isolados do M17.

A morfologia de 108 isolados ndo pbde ser determinada (Tabela 5) devido a
fragilidade apresentada por estes microrganismos frente aos fatores do meio,

quando colocados para se desenvolver individualmente.

Tabela 5 — Morfologia de microrganismos isolados das amostras de queijo de

Coalho artesanal nos meios M17 e Rogosa.

Morfologia Isolados em meio % Isolados em meio %
M17 Rogosa

Cocos + 223 52,5 217 56,2
Bastoes + 31 7,2 92 23,8
Cocobacilos + 27 6,4 67 17,4
NC 38 8,9 8 21
ND 106 25,0 2 0,5
Total 425 100,0 386 100,0

NC — Microrganismos Nao Cultivaveis.
ND — Nao Determinado.

Os resultados observados neste trabalho corroboram os obtidos por Oner,
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Karahan e Aloglu (2006), que verificaram a maior presenca de microrganismos na
forma de cocos, ao estudarem as mudancgas ocorridas na microbiota de um queijo
branco artesanal Turco, durante a sua cura. Caridi e outros (2003) constataram
que a populagdo de BAL na forma de cocos, predominante do queijo italiano
artesanal Aspromonte, foi reduzida no final da cura (28 dias), enquanto a

microbiota na forma de bastdées aumentou no mesmo periodo.

Avaliagdo de produgéo de acido

Dos 657 microrganismos Gram positivos, catalase negativa, na forma de
cocos e bastdes, 83% produziram acido, coagulando e reduzindo o meio leite
tornassolado em até sete dias. Dos isolados restantes, 14,9% foram considerados
fracos produtores de acido por ndo coagularem completamente o meio, no mesmo
periodo e 2,1% nao produziram acido (Tabela 6). Desta forma, 643 isolados foram

confirmados como BAL, e submetidos aos testes de identificacdo de género.

Tabela 6 — Caracterizacdo da capacidade de produgdo de acido pelos

microrganismos isolados das amostras de queijo de Coalho artesanal.

Microrganismos N° de Isolados %

Produtores de acido 545 83,0
Fracos produtores de acido 98 14,9
Nao produtores de acido 14 2,1
Total 657 100,0

3.2.3. |ldentificacdo das bactérias acido Laticas

A classificacdo para os géneros das 643 BAL isoladas das amostras de
queijos de Coalho artesanal, bem como sua distribuigdo de acordo com as regides

de procedéncia, pode ser observada na Tabela 7. Os enterococos que
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apresentaram resultados diferentes aos citados na literatura para um dos testes de

identificacao foram considerados atipicos.

Tabela 7 — Distribuicido dos géneros de BAL isoladas de queijo de Coalho

artesanal de acordo com a procedéncia das amostras.

Goneros . eribe  ®  Comremces " lsolados "
Enterococcus 121 26,9 37 19,1 158 24,6
Enterococos at. 159 35,4 66 34,0 225 35,0
Streptococcus 82 18,3 - - 82 12,8
Lactococcus 4 0,9 7 3,6 11 1,7
Leuconostoc 4 0,9 - - 4 0,6
Lactobacillus 66 14,7 76 39,2 142 22,0

NI 13 2,9 8 4,1 21 3,3
Total 449 100,0 194 100,0 643 100,0

NI — Nao Identificados; at. - atipicos.

O género Enterococcus foi predominante entre as BAL isoladas do queijo
de Coalho artesanal de Jaguaribe e dos Sertdes Cearenses, representando 62,3%
e 53,1% dos isolados identificados, respectivamente, incluindo os tipicos e
atipicos. Os Enterococcus sdo encontrados em alta densidade em muitos tipos de
queijos, e parecem ter um papel muito importante no desenvolvimento de sabor e
aroma nestes produtos (BERESFORD et al., 2001).

A frequéncia de Lactobacillus foi mais elevada nas amostras procedentes
dos Sertdes Cearenses. Este resultado pode estar relacionado ao fato de que o
queijo de Coalho proveniente desta regido é curado, o que favorece o

desenvolvimento dos lactobacilos devido ao pH do queijo ser menor.

O género Streptococcus apresentou uma frequéncia de 18,3% nos queijos
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de Jaguaribe, porém nao foi detectado nas amostras procedentes dos Sertdes
Cearenses, assim como o0 género Leuconostoc. Os Lactococcus foram isolados
dos queijos das duas regides em baixa quantidade (Tabela 7). No total, 21
isolados n&o puderam ser classificados em nenhum dos géneros, através dos

testes realizados.

A presengca dominante de isolados dos géneros Enterococcus,
Streptococcus, e lactobacilos termofilicos mostra a prevaléncia de bactérias que
se desenvolvem bem em temperaturas elevadas (42°C). Segundo Cogan e outros
(1997), a presenga de microrganismos mesofilicos e termofilicos no mesmo
produto ndo é muito comum em queijos artesanais que sao elaborados sem a

adicado de fermento latico comercial.

A capacidade que os enterococos tém de se adaptar as condigdes
adversas, como altas e baixas temperaturas e concentragdes elevadas de sal,
possibilita seu desenvolvimento em varios tipos de queijos. Assim como no queijo
de Coalho, o género Enterococcus foi detectado também em outros queijos.
Cogan e outros (1997) encontraram um numero significante de Enterococcus
(25,5%), dentre os 2.823 isolados de BAL, oriundos de queijos europeus como

Feta, Kasseri, Manchego, Majonero, Serra da Estrela e outros.

Zarate e outros (1997) verificaram que o Enterococcus prevaleceu na
microbiota do queijo espanhol Tenerife durante todo o periodo de cura. Dos 60
isolados identificados ao longo do tempo, a populagdo deste género cresceu de
28,4%, quando avaliado apés o segundo dia de fabricagdo, para 49,0% no final da

cura.

Medina et al. (2001) caracterizaram 250 cepas de BAL, isoladas de 4
amostras de um queijo artesanal Argentino. Os géneros Enterococcus e

Lactobacillus foram identificados em 59 e 41%, respectivamente, destas amostras.
Em contrapartida, alguns dos géneros que foram encontrados em pequena
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quantidade no queijo de Coalho artesanal, predominam na populacéo latica de
muitos outros queijos. Estepar et al. (1999) verificaram que o género dominante no
queijo Penamellera foi o Lactococcus, que alcangou quantidade maxima, apds 3

dias no interior do queijo e 7 dias na sua superficie.

Fortina e outros (2003) detectaram que 67% dos 116 microrganismos na
forma de cocos, isolados de um queijo artesanal protegido pela denominagao de
origem, foram representados pelo género Lactococcus. Marino, Maifreni e
Rondinini (2003) relataram que o Streptococcus thermophilus predominou durante

todo o periodo de cura do queijo Montasio.

Ouadghiri e outros (2005) avaliaram um total de 164 BAL isoladas de um
queijo branco e macio Marroquino, denominado Jben, identificando 34% de
Lactobacillus, 10% de Enterococcus, 2% de Streptococcus e as mesmas

quantidades para Lactococcus e Leuconostoc (27%).

A identificacdo das espécies para os géneros verificados no queijo de
Coalho artesanal pode ser observada na Tabela 8. Dos 82 isolados identificados,
44 foram procedentes das amostras do Jaguaribe e 38 das amostras dos Sertdes

Cearenses.

Dentre os Enterococcus e Lactobacillus, as espécies predominantes foram
Enterococcus faecium (68,0%) e Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
(55,9%). Streptococcus thermophilus é a unica espécie do género Streptococcus
que consegue sobreviver ao tratamento térmico de 60°C por 30 minutos (HARDIE;

WHILEY, 1995). As espécies para o género Leuconostoc nao foram identificadas.

Os resultados da identificagdo das espécies para os géneros Enterococcus
e Lactococcus estdao de acordo com os dados obtidos por Gobbetti e outros
(1999). Marino, Maifreni e Rondinini (2003) também detectaram as espécies
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis e Enterococcus durans no queijo

artesanal italiano Montasio.
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Tabela 8 — Espécies de BAL isoladas do queijo de Coalho artesanal produzido no

Ceara.

Bactérias acido laticas N° Isolados %* %"
Enterococcus 25 100,0 30,5
Enterococcus faecalis 7 28,0 8,5
Enterococcus faecium 17 68,0 20,7
Enterococcus durans 1 4,0 1,2
Lactococcus lactis subsp. lactis 11 100,0 13,4
Lactobacillus 34 100,0 41,5
Lactobacillus brevis 4 11,8 4.9
Lactobacillus plantarum 11 324 13,4
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 19 55,9 23,2
Streptococcus 12 100,0 14,6
Streptococcus thermophilus 11 91,7 13,4
Streptococcus bovis |l 1 8,3 1,2
Total 82 100,0

@ Percentagem de isolados identificados para cada género.
® Percentagem de identificados para o total de isolados.

As espécies identificadas para os Lactobacillus estdo em concordancia com
os resultados de Williams, Choi e Banks (2002) e Sanchez e outros (2006), que
observaram a ocorréncia de Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum e

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei em queijos produzidos com leite cru.

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (55,9%) e Lactobacillus plantarum
(32,4%) foram as espécies predominantes do género Lactobacillus, presentes nas
amostras de queijo de Coalho artesanal produzidas no Ceara, assim como o0s
resultados encontrados por Zarate e outros (1997) para o queijo Tenerife. As
espécies do género Lactobacillus encontradas neste trabalho fazem parte da
microbiota secundaria e chegam até os queijos através do leite cru e,
principalmente, de contaminagdes vindas do ambiente de producdo (CHAMBA,
IRLINGER, 2004).
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4. Conclusoes

Os resultados fisico-quimicos obtidos neste trabalho caracterizaram as
amostras de queijo de Coalho artesanal produzido no Ceara como de médio
conteudo de umidade e de sal e atividade de agua e pH elevados. Portanto, este

queijo apresenta condi¢des favoraveis para o desenvolvimento microbiano.

O meio M17 apresentou um bom desempenho para o desenvolvimento
microbiano, principalmente, para os microrganismos na forma de cocos, enquanto

que o Rogosa foi mais favoravel para o crescimento dos lactobacilos.

A avaliagao da microbiota latica do queijo de Coalho artesanal produzido no
Ceara resultou no isolamento e na identificacdo de numero apreciavel de bactérias
acido laticas presentes no queijo. As amostras procedentes das regides do Vale
do Jaguaribe e dos Sertdes Cearenses apresentaram diferengas quanto a

composicao de Streptococcus e na distribuicao de Lactobacillus.

A predominancia dos géneros Enterococcus e Streptococcus sugere que,
durante o processamento do queijo de Coalho, pode haver uma selegdo de

bactérias resistentes a temperaturas elevadas, na etapa de cozimento da massa.

A alta frequéncia de Enterococcus pode ser decorrente da matéria-prima
utilizada e indicar condigdes higiénico-sanitarias inadequadas durante a produgao
do queijo de Coalho artesanal. A aplicacdo de boas praticas de fabricagcao
necessita ser intensificada e monitorada para que se reduzam os problemas de
higiene, melhorando a qualidade microbiolégica do queijo de Coalho oferecido

para o consumo.

O conhecimento adquirido através da caracterizacdo da microbiota latica do
queijo de Coalho artesanal produzido no Ceara, especialmente pelo grande
numero de bactérias isoladas, contribuira na selegao de um fermento latico para a

producao deste queijo a partir de leite pasteurizado.
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Capitulo 1l

EVOLUGAO DA MICROBIOTA LATICA DURANTE O PROCESSAMENTO DO
QUEIJO DE COALHO ARTESANAL

Resumo

O processamento do queijo de Coalho artesanal foi acompanhado em duas
unidades produtoras diferentes, localizadas na regido de Jaguaribe, Ceara, com a
finalidade de verificar a evolugdo da microbiota latica durante a elaboracao deste
produto. Amostras de leite cru, da massa do queijo cozida e do produto final foram
coletadas nas unidades produtoras, para o isolamento e identificacdo de bactérias
acido laticas (BAL). O isolamento das BAL foi realizado em meios de cultivo M17 e
Rogosa, incubados nas temperaturas de 30 e 42°C. Do total de 297 isolados Gram
positivos, na forma de cocos (80,5%) e bastées (19,5%), 98,9% produziram acido
e foram considerados BAL, identificados a nivel de género e espécie. Os géneros
Lactobacillus, Streptococcus e Enterococcus foram detectados desde a matéria-
prima até o produto final. O género Lactococcus, presente no leite cru, nao foi
encontrado nas amostras de queijo. Este fato evidenciou uma selegdo de
microrganismos resistentes as temperaturas elevadas no processamento do
queijo, durante o cozimento da massa. O género dominante foi o Enterococcus
(51,0%), dividido em enterococos tipicos (56,0%) e atipicos (44,0%). Os
Lactobacillus foram agrupados em mesofilicos e termofilicos, homo e
heterofermentadores, de acordo com a temperatura de crescimento e a
capacidade de produzir CO, a partir da glucose. Dentre as 50 espécies de BAL
identificadas, as predominantes foram Streptococcus thermophilus (32,0%),
Lactococcus raffinolactis (24,0%), Enterococcus faecium (16,0%) e Lactobacillus
plantarum (8,0%).
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1. Introdugéao

A producao de queijo de Coalho no Ceara é realizada ha mais de um século
em pequenos municipios da zona rural do estado. O Jaguaribe é um municipio
cearense, cuja principal atividade produtiva é a fabricagdo de queijo de Coalho
artesanal por micro e pequenas empresas, que empregam tecnologias simples,

transmitidas de geracao para geragao.

Poucas empresas tém uma produgao regular de queijo. A maioria delas
esta sujeita a sazonalidade da oferta de leite, cujo periodo de maior produtividade
se verifica nos meses de fevereiro a abril. Segundo Nassu e outros (2001), a
regido do Jaguaribe apresenta uma producgao diaria média de 137,6 kg de queijo
por produtor, dentre o periodo seco e chuvoso. A matéria-prima utilizada para a
fabricacdo do queijo de Coalho no Jaguaribe é complementada com o leite vindo

de municipios vizinhos.

A qualidade e procedéncia da matéria-prima utilizada na produgdo de
queijos séo fatores determinantes na definigdo das suas caracteristicas. Por ser
produzido a partir de leite cru, o processo fermentativo do queijo de Coalho &
natural, dependendo somente da quantidade e da composi¢ao de bactérias acido

laticas (BAL) presentes na matéria-prima.

Os queijos produzidos com leite cru possuem populagdes microbianas
mais complexas do que os queijos produzidos com leite pasteurizado, as quais
promovem diferencas fundamentais nas caracteristicas sensoriais destes tipos de
queijos (GRAPPIN; BEUVIER, 1997, PELAEZ; REQUENA, 2005, SKEIE; ARDO,
2000).

De modo semelhante ao queijo de Coalho artesanal, muitas variedades de
queijos europeus, como o Pecorino Sardo (Itdlia) e o Majorero (Espanha), sao
elaborados sem a adicdo de fermento latico. Estes queijos contam com as BAL
presentes no leite cru para baixar o pH, durante a sua producéo, e desenvolver

suas caracteristicas sensoriais (BERESFORD et al., 2001).
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Além da complexidade microbiana existente no leite cru, fatores
relacionados ao processamento do queijo também podem influenciar nas
caracteristicas do mesmo. Uma das etapas de elaboragcdo que pode afetar as
caracteristicas do queijo de Coalho € o cozimento sucessivo da massa com soro
aquecido, por aproximadamente 20 minutos, a uma temperatura que varia de 40°
a 65°C (CARVALHO et al. 2005).

Considerando a diversidade da microbiota presente na matéria-prima, as
condicbes ambientais, sanitarias e os diversos tipos de processamentos
empregados na Regidao Nordeste, € comum observar grande variagdo na
qualidade dos queijos artesanais. Diante dos fatores mencionados acima, o
objetivo deste trabalho foi isolar e identificar a microbiota latica presente em
amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho artesanal produzido no
Jaguaribe, a fim de acompanhar a evolugdo ocorrida com as BAL durante o

processamento deste queijo.

2. Material e Métodos
2.1. Coleta de Amostras

As amostras de leite cru (LC1 e LC2), massa do queijo (MQ1 e MQ2) queijo
de Coalho (QC1 e QC2) foram coletadas durante o processamento do queijo de
Coalho nas unidades produtoras identificadas como UP1 e UP2, situadas no
municipio de Jaguaribe (Figura 1). As amostras da massa do queijo foram
compostas por porgdes coletadas apos cada cozimento, de modo a representar o
processo de cozimento como um todo. Em seguida, as amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo e transportadas para o
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Embrapa Agroindustria Tropical, no

municipio de Fortaleza, onde foram analisadas.
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2.2, Avaliagao da Microbiota Latica

2.2.1. Preparagao das Amostras

As amostras de queijo de Coalho artesanal foram analisadas cinco dias
apo6s a sua fabricagao. Elas foram divididas em porgdes, das quais foram retirados
pequenos pedacos, aleatoriamente, a fim de se obter 25g de queijo. Em seguida,
as amostras foram homogeneizadas em um homogeneizador tipo Stomacher
(Seward, 400) com 225ml de solugéo de citrato de sddio 2% (Vetec) aquecida a
45°C. Na sequéncia, foram realizadas diluicdes decimais em série, em solugao
peptonada a 0,1% (Merck) (FRANK; CHRISTEN; BULLERMAN, 1992;
HARRIGAN, 1998).

2.2.2. Isolamento e contagem de bactérias acido laticas

A contagem e o isolamento das BAL foram efetuados apds a inoculagao de
1ml das diluigdes das amostras, em profundidade, com sobrecamada (HALL,
LEDENBACH; FLOWERS, 2001), nos meios M17 agar (Oxoid) e Rogosa agar
(Difco). O meio M17 foi utilizado para o isolamento de microrganismos na forma de
cocos (CARIDI et al., 2003), sendo as placas incubadas a 30 ou 42°C, por 48h. O
uso de duas diferentes temperaturas de incubacao teve a finalidade de selecionar

bactérias mesofilicas e termofilicas.

O agar Rogosa foi acidificado com acido acético glacial para atingir o pH de
5,4, com a finalidade de isolar lactobacilos (MACEDO; TAVARES; MALCATA,
2004). As placas de agar Rogosa foram incubadas por 5 dias, nas mesmas
temperaturas usadas para as placas de M17. Posteriormente, uma contagem
presuntiva das Unidades Formadoras de Colonias — UFC foi realizada. Foram
escolhidas placas que apresentaram entre 20 e 200 col6nias; de onde 15-20

colonias foram coletadas aleatoriamente.
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2.2.3. Purificagao e confirmagao das bactérias acido laticas

As colbnias isoladas foram coletadas e estriadas no meio Man, Rogosa e
Sharpe — MRS agar (Acumedia), sendo incubadas por 48h, nas temperaturas de
30 ou 42°C, nas quais elas cresceram, para serem purificadas. Apds a purificacao,
os isolados foram mantidos em MRS caldo (Acumedia), através de frequentes
repicagens e submetidos aos testes de confirmagao: coloragdo de Gram, para
verificagdo da morfologia das células, reagédo de atividade da catalase e produgéo

de acido.

Para avaliacdo de producéo de acido, uma aliquota de 1% de cada isolado
(previamente ativado em caldo) foi inoculado no meio leite tornassolado - Litmus
Milk (BBL) e incubado a 35°C por 7 dias. A producdo de acido foi verificada pela
coagulacéao e redugcdo do meio apds as primeiras 18h e a cada 24h, até completar
o periodo de 7 dias. Os microrganismos produtores de acido, Gram positivos,
catalase negativa, na forma de cocos ou bastbes foram considerados bactérias
acido laticas (HALL; LEDENBACH; FLOWERS, 2001).

2.2.4. |dentificagao das bactérias acido laticas

A diferenciacdo de género para as BAL, com a morfologia de cocos
(Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus e Enterococcus) foi efetuada com base
nos testes de crescimento dos isolados nas seguintes condigdes: temperaturas de
10 e 45°C, pH de 4,4, e 9,6; teor de NaCl 6,5% e producdo de CO; a partir da
glucose (HARRIGAN, 1998).

As BAL em forma de bastbes (Lactobacillus) foram submetidas aos testes
de crescimento nas temperaturas de 15 e 45°C, incubados por 5 e 2 dias,

respectivamente, e de producao de CO, a partir da glucose (COGAN et al., 1997).

O teste de crescimento em diferentes temperaturas foi realizado em Leite
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Desnatado Reconstituido — LDR a 10%. Os testes de crescimento em diferentes
pH’s e na presenca de 6,5% de NaCl foram conduzidos no caldo APT (Himedia).
Para o teste de producédo de CO, foram usados o caldo MRS, suplementado com
5% de glucose e um tubo de durham invertido. Segundo Gibson e Abdel-Malek
(1945), a quantidade de gas formada a partir da glucose depende da profundidade
do meio contido no tubo, sendo recomendado o uso de 5-6ml de caldo por tubo. O
caldo foi coberto com uma camada de 1,0cm de 6leo mineral, para evitar a difuséo
do gas formado (SMIBERT; KRIEG, 1981).

A identificacdo das espécies para os diferentes géneros encontrados foi
realizada de acordo com os testes bioquimicos, utilizando o sistema APl 50CH em
conjunto com o meio APl CHL (BioMérieux®, Marcy-I'Etoile - France) para
lactobacilos e semelhantes e o sistema API 20 Strep (BioMérieux®, Marcy-I'Etoile
- France) para a maioria dos estreptococos, enterococos e microrganismos

semelhantes.

A identificacdo de Streptococcus thermophilus nao pode ser feita através do
API 20 Strep porque este s6 identifica espécies clinicas de Streptococcus. Desta
maneira para identificar esta espécie, foi realizado o teste de termorresisténcia, no
qual uma aliquota de 1% de cada isolado foi inoculada em LDR 10% estéril, e
submetida ao tratamento térmico de 60°C/ 30 minutos. Em seguida, os tubos
foram incubados a 42°C por 24-48h para verificagdo do crescimento de
Streptococcus thermophilus (HARDIE; WHILEY, 1995).

As cepas utilizadas como padrdes para a identificagdo de BAL foram da
colegéo de culturas da American Type Culture Collection — ATCC e da colegao da

Nacional Collection of Dairy Organisms — NCDO (Tabela 1).
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Tabela 1 — Cepas de referéncia utilizadas na identificacédo das BAL.

Cepas de referéncia Fonte

Enterococcus faecalis ATCC 19433
Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO 2003
Lactobacillus acidophilus ATCC 4256
Lactobacillus fermentum ATCC 9338
Lactobacillus plantarum ATCC 8914
Streptococcus thermophilus NCDO 1968

3. Resultados e Discussao
3.1. Processamento do queijo de Coalho artesanal

O processamento do queijo de Coalho artesanal foi acompanhado, in loco,
nas unidades produtoras UP1 e UP2. O fluxograma de elaboragao do queijo
utilizado por cada produtor, assim como suas etapas distintas podem ser

observados na Figura 1.

Na UP1, a recepc¢ao do leite foi efetuada em uma plataforma propria e a sua
filtracdo realizada em peneira de malha fina de plastico. Na UP2, a etapa de
filtracdo foi feita em pano de algodédo. As duas unidades produtoras usaram o

coalho de origem bovina (pepsina — Coalhopar®).

A UP1 realizou trés cozimentos, sendo o primeiro chamado pré-cozimento.
No pré-cozimento, 50% do soro foi removido, aquecido até uma temperatura de
83°C e recolocado junto ao que restou no tanque com a massa do queijo cortada.
Apoés a adigdo do soro aquecido, a temperatura do conjunto soro e massa do

queijo baixou para 40°C.
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= Etapas de Processamento UP1 uP2

= ? *' = - Recepcao do leite v v
e M
- Filtragao v v
Leite & Leite )
- Adigdo de Coalho v v
~— .

- Coagulagéo (37°C/ 30-40 minutos) v v
- Corte da coalhada/ Mexedura/ Repouso v v
- 12 Dessoragem: remogéao de 50% de soro v -
- Pré-cozimento com soro aquecido (15 minutos) v -
- Mexedura e Repouso (15 minutos) 4 -
O - 22 Dessoragem: remogao de 40-50% de soro v v

BT
C - 1° Cozimento com soro aquecido(15-20 minutos) v 4

Q
E - Mexedura e Repouso (15 a 20 minutos) v v
m - 3° Dessoragem: remocgao de todo soro v v

7]
(7)) - Salga na massa (1% de sal) v v
8 - 12 Enformagem v v
E - 12 Prensagem (10 minutos) - 4
0 - 12 Desenformagem v v
- 2° Cozimento com soro aquecido (20 minutos) v v
- 2% Enformagem v v
- Prensagem / Viragem (2 a 3 h) v v
v - 22 Desenformagem v v
- Repouso dos queijos (1 h) v -

N

E._ % - Armazenamento em freezer v v
— - Transporte em caixas adiabaticas v v

v'etapa realizada; - etapa nao realizada.
UP — Unidade Produtora

Figura 1 — Fluxograma de processamento do queijo de Coalho artesanal nas UP1 e UP2.

No primeiro cozimento, a mesma operagcao do pré-cozimento foi efetuada
pelas duas unidades produtoras, sendo que a temperatura média do soro mais a
massa do queijo alcangou 55°C na UP1 e 65°C na UP2. O segundo cozimento foi

feito com a adicdo do soro aquecido diretamente sobre os queijos, recém
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desenformados, dentro de grandes recipientes de material plastico na UP1 e em
grandes panelas de aluminio na UP2. Nesta etapa, foi possivel mensurar a
temperatura no soro e no centro do queijo durante o tempo de cozimento. As
temperaturas foram verificadas no inicio do cozimento, apés 10 minutos de

imersdo em soro aquecido e ao final de 20 minutos (Tabela 2).

Tabela 2 — Temperaturas do segundo cozimento do queijo de Coalho artesanal

produzido em duas Unidades Produtoras de Jaguaribe.

Temperatura de cozimento (°C)

Tempo de
cozimento UP1 up2
(minutos) Soro M. queijo® AT Soro M. queijo® AT
0 73 55 18 88 55 23
10 68 53 15 75 70 05
20 63 50 13 65 65 0

UP — Unidade Produtora; M. - Massa; ? — queijo retangular; ® — queijo redondo; AT — variagdo de
temperatura.

A UP1 produz queijos de Coalho redondos e retangulares (com peso
aproximado de 500g e 1000g, respectivamente) enquanto que a UP2 produz este
queijo somente na forma redonda (cerca de 500g). Os recipientes utilizados para o
cozimento pela UP1 comportavam aproximadamente 40 queijos redondos ou 12
retangulares. O acompanhamento da temperatura da massa do queijo, no ultimo
cozimento, foi realizada no centro de queijos retangulares na UP1 e de queijos

redondos na UP2.

Na etapa de cozimento, a variagao de temperatura observada entre o soro
e o centro da massa do queijo de Coalho foi, inicialmente, maior na UP2 (23°C)
que na UP1 (18°C), no entanto apds 20 minutos, as duas temperaturas entraram

em equilibrio na UP2, mas nao na UP1 (Tabela 2).

O motivo pelo qual a variacdo de temperatura entre o soro e o queijo atinge
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ou nao o equilibrio, é influenciado pela temperatura inicial do soro, além do
tamanho dos recipientes, forma geométrica e quantidade de queijo submetida ao
processo de cozimento. A falta de monitoragao da temperatura durante esta etapa,
nao garante a padronizagdo do processamento nas unidades produtoras e
consequentemente pode ocasionar variagdes nas caracteristicas do produto final.
Sendo assim, o risco a saude do consumidor deve ser considerado, pois o tempo

de cozimento ¢é insuficiente para a destruigao de bactérias patogénicas.

A enformagem do queijo de Coalho foi realizada em férmas de PVC, com
posterior prensagem em prensas de madeira e de ago inoxidavel na UP1 e em
prensas de madeira na UP2. Os dois estabelecimentos nao utilizam embalagem. A
UP2 imprime no queijo um simbolo a ferro quente, no intuito de diferencia-lo dos

demais queijos a venda no comércio.

Apods a descrigao das etapas consideradas mais importantes na elaboragao
do queijo de Coalho artesanal produzido em Jaguaribe, é possivel notar que o
fluxograma apresentado na Figura 1 contém 18 das suas 23 etapas em comum as
UP1 e UP2. Quatro etapas sao realizadas somente pela UP1 e uma etapa é feita
somente pela UP2. O fato dos sistemas de produgdo do queijo de Coalho
artesanal apresentarem similaridade em grande parte das etapas nas duas
unidades produtoras, localizadas na mesma regido, evidencia a existéncia de

tracos culturais fortes na forma de elaboragao deste queijo.

3.2. Avaliagao da Microbiota Latica

Das seis amostras analisadas, duas corresponderam ao leite cru (LC1 e
LC2), duas a massa do queijo (MQ1 e MQ2) e duas ao queijo de Coalho artesanal
(QC1 e QC2), procedentes das duas unidades produtoras (UP1 e UP2) de

Jaguaribe, Ceara.
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3.2.1. Populagao de bactérias acidos laticas

As coldnias desenvolvidas nas placas com meios de cultura M17 e Rogosa,
apresentaram diferengcas quanto a sua morfologia (redonda, oval, alongada,
estrela, triangular), cor (branca e résea), tamanho (pequeno, médio e grande),
sendo que algumas possuiam halo. Zamfir e outros (2006) também visualizaram
colénias com diferentes caracteristicas ao avaliar a biodiversidade latica de

produtos lacteos romenos.

A enumeracao das BAL isoladas nos meios especificos de cultivo M17 agar
e Rogosa agar e incubadas as temperaturas de 30 e 42°C pode ser observada na
Figura 2. Embora ambos os meios tenham permitido um bom desenvolvimento
microbiano nas temperaturas empregadas, o meio M17 apresentou contagens
superiores de unidades formadoras de colénias (UFC) em comparacdo ao meio

Rogosa, indicando predominancia de cocos.

As amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho apresentaram
contagens com certa variagdo para os diferentes meios e temperaturas estudados,
quando comparadas entre si. A maior variacdo de células viaveis foi verificada
para amostras semeadas em meio Rogosa (10° a 10° UFC/g), para ambas

temperaturas analisadas.

As contagens realizadas no meio M17 alcangaram a ordem de grandeza de
10® a 10" UFC/g, nas diferentes temperaturas trabalhadas. Psoni, Tzanetakis e
Litopoulou-Tezanetaki (2003) também detectaram bom crescimento no meio M17
(108 UFC/g) durante a avaliagdo microbioldgica do queijo grego Batzos. Zamfir e
outros (2006) obtiveram contagens de células viaveis variando entre 10° a 10™
UFC/ ml no meio M17, dentre amostras de leite cru e de queijos de diferentes

regides da Roménia.
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Figura 2 — Contagens de BAL isoladas de amostras de leite, massa do queijo e de

queijo de Coalho em diferentes meios e temperaturas.

3.2.2. Confirmacgao das bactérias acido laticas
Avaliagdo de produgéo de catalase

Microrganismos com caracteristicas de Gram positivos, catalase negativa e
que produzem acido sao considerados BAL. Os resultados pertinentes a produgao
de catalase pelos microrganismos isolados podem ser observados na Tabela 3.
Dos 406 microrganismos Gram positivos, a maioria foi catalase negativa (84,7%),
sendo o restante descartado por ser catalase positiva (11,6%), ou por ndo se
desenvolver nos meios de cultura utilizados (3,7%). Uma percentagem similar de
microrganismos catalase positiva (10%) foi verificado por Estepar e outros (1999),

na caracterizagdo microbiolégica do queijo artesanal Pefiamellera .
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Tabela 3 — Produgao de catalase pelos microrganismos isolados das amostras de

leite, massa do queijo e queijo de Coalho artesanal.

Producgao de Catalase N° Isolados %

Negativa 344 84,7
Positiva 47 11,6
NC 15 3,7
Total 406 100,0

NC — Microrganismos Nao Cultivaveis

Verificacdo de morfologia dos microrganismos isolados

A distribuicdo de frequéncia dos microrganismos isolados na forma de
cocos e de bastdes das amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho
artesanal pode ser observada na Figura 3. A forma de cocos foi maioria dentre os
microrganismos isolados para todas as amostras. A amostra QC2 apresentou uma
maior quantidade de isolados na forma de bastdo, em relacdo as demais

amostras.

Durante a verificagdo da morfologia dos microrganismos, 46 isolados
perderam a viabilidade as sucessivas repicagens em caldo MRS. Estes isolados
também foram considerados nao cultivaveis, devido a sua fragilidade frente aos

fatores do meio, quando colocados para se desenvolver individualmente.
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Figura 3 — Distribuicdo dos microrganismos na forma de cocos e de bastdes

isolados das amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho.

Avaliagdo de Producgéo de acido

O total de isolados ndo cultivaveis (61) somados aos microrganismos
catalase positiva (47), representaram uma redugao de 26,6% dos microrganismos
isolados que prosseguiram no ultimo teste de confirmagédo das BAL, a avaliagado

de producéo de acido.

A producédo de acido dos 298 microrganismos Gram positivo, catalase
negativa, na forma de cocos e bastbes avaliada através da coagulagéo e redugcao
do meio leite tornassolado, apds as primeiras 18 h, e a cada 24 h, durante sete

dias pode ser observada na Tabela 4.

De acordo com Citti, Sandine e Eliker (1965), culturas laticas que coagulam
o leite em até 18 h podem ser consideradas células rapidas na produg¢ao de acido;
as células lentas necessitam mais de 48 h para produzir acido. Neste sentido,

grande parte das BAL isoladas das amostras coletadas durante o processamento
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do queijo de Coalho artesanal foram rapidas produtoras de acido no meio leite

tornassolado (Tabela 4).

Tabela 4 — Avaliacdo de produgao de acido pelos microrganismos isolados das
amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho, através do

tempo de coagulagdo do meio.

Leite cru Massa queijo Queijo Total

TC (horas)

N? N? N? N %"
18 46 28 17 91 30,5
24 12 16 11 39 13,1
48 22 13 40 75 25,2
72 8 9 9 26 8,7
96 6 2,7
144 4 2,7
168 14 2 6 22 7,4
> 168 2 3 20 25 8,4
NPA 0 1 3 4 1,3
Total 106 82 110 298 100,0

TC — Tempo de Coagulacdo; N° — Numero de Isolados; NPA — Nao Produziu Acido;
@ — Numero de isolados para cada amostra conforme o tempo de coagulagao;

® — Percentagem do numero total de isolados para cada tempo de coagulagdo em relagéo ao
nuamero total de isolados submetidos a avaliagao de produgao de acido;

Das 91 BAL com habilidade de coagular o leite tornassolado em até 18 h,
46 (50,5%) foram isoladas das amostras de leite cru (LC1 e LC2), 28 (30,8%) da
massa do queijo (MQ1 e MQ2) e 17 (18,7%) das amostras de queijo de Coalho
(QC1 e QC2). Isto indica que a matéria-prima utilizada pelas unidades produtoras
continha um grande numero de células com a caracteristica de produzir acido

rapidamente.

Nesta mesma linha, das 39 BAL que coagularam o meio em 24 h, 12
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(30,8%) foram procedentes das amostras LC1 e LC2, 16 (41,0%) das amostras
MQ1 e MQ2 e 11 (28,2%) das amostras QC1 e QC2. Para as 75 BAL com tempo
de coagulacao de 48 h, 40 (53,3%) delas foram isoladas das amostras de queijo e
uma quantidade menor (22/ 29,3%) das amostras de leite. Os quatro
microrganismos que nao produziram acido, um isolado da massa do queijo e trés

do queijo, foram descartados.

Estes resultados demonstram que o numero de BAL com a habilidade de
produzir acido rapidamente foi diminuindo da matéria-prima para o produto final,
durante o processamento do queijo de Coalho artesanal. Este fato esta
relacionado com a etapa de cozimento e sera discutido mais detalhadamente junto

aos resultados de identificagéo.

3.2.3. Identificagao das bactérias acido laticas

A identificagdo a nivel de género das BAL na forma de cocos, isoladas das
amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho artesanal foi realizada

conforme as caracteristicas expostas na Tabela 5.

Tabela 5 — Diferenciagdo dos géneros de BAL na forma de cocos.

Testes Enterococcus Lactococcus Streptococcus Leuconostoc
Crescimento em:
10°C
45°C
6,5% de NaCl
pH 9,6
pH 4,4
Prod. CO; a partir
da Glucose

Fonte: Harrigan (1998).

+ + + + +
1
1
1
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A classificacdo e distribuicdo dos géneros das 294 BAL isoladas das
amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho podem ser observadas na
Tabela 6. O género predominante foi o Enterococcus, presente em 51,0% do total
de amostras avaliadas, seguido pelos Lactobacillus (19,7%), Streptococcus
(15,0%) e Lactococcus (14,3%).

Tabela 6 — Distribuicdo dos géneros de BAL isoladas das amostras de leite,

massa do queijo e queijo de Coalho artesanal.

Amostras Lactococcus Lactobacillus Streptococcus Enterococcus

NP (%) NC (%) NC (%) N°(%)
LC1 16 (38,1) 12 (20,7) 9 (20,5) 17 (11,3)
LC2 23 (54,8) 4 (6,9) 7 (15,9) 18 (12,0)
MQ1 0,0 6 (10,3) 14 (31,8) 35 (23,3)
MQ2 3(7,1) 4 (6,9) 3 (6,8) 16 (10,7)
QCH1 0,0 7 (12,1) 11 (25,0) 26 (17,3)
QC2 0,0 25 (43,1) 0,0 38 (25,3)
Total (42) 100 (58) 100,0 44 (100,0) 150 (100,0)

N° — Numero de Isolados, LC — Leite Cru, MQ — Massa do Queijo e QC — Queijo de Coalho.

O género Lactococcus foi encontrado em maior quantidade nas amostras
LC1 e LC2 e em pequena quantidade na amostra MQ2, mas nao foi detectado nas
amostras MQ1, QC1 e QC2. Este resultado indicou que o cozimento da massa,
aplicado no processamento deste queijo, inativou os lactococos, os quais sao

pouco resistentes a temperaturas elevadas.

Lopez-Diaz e outros (2000) também encontraram maior percentagem de
Lactococcus no leite do que no queijo espanhol Valdedén. Porém, no
processamento deste queijo ndo foi realizada a etapa de cozimento, sendo a
evolucdo da microbiota durante a cura responsavel pela redugdo destes

microrganismos.
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Os lactococos, geralmente, sdo considerados os principais responsaveis
pela produgdo de acido em queijos (PARENTE; COGAN, 2004). No presente
trabalho, um maior nimero de células rapidas foram encontradas na matéria-
prima. Dos isolados presentes no leite, tanto Lactococcus como Streptococcus
estdo entre os rapidos produtores de acido; e apesar do género Enterococcus ser
considerado como acidificante fraco, algumas cepas também podem apresentar

esta caracteristica, conforme relatado por Giraffa (2003).

O numero de isolados de Lactobacillus aumentou da amostra de leite LC2
para a de queijo QC2, enquanto que o numero de isolados de Streptococcus

apresentou uma redugao do leite para o queijo, nas amostras em questéao.

O género Enterococcus apresentou desenvolvimento moderado durante o
processamento, passando de 11, 3% e 12,0% nas amostras de leite LC1 e LC2,
respectivamente, para 17,3% na amostra de queijo QC1 e 25,3% na QC2. Este
resultado indica que grande parte dos Enterococcus presentes nas amostras de
queijo advém da matéria-prima. A presenca destes microrganismos no leite cru
ocorre através da agua e equipamentos contaminados (GELSOMINO et al, 2001),
variando conforme as condi¢cdes de higiene durante o processo de ordenha e a
época do ano (FONTAN et al., 2001).

Resultados similares foram encontrados por Manopoulo e outros (2003), ao
estudarem a evolucéo das populagdes microbianas, durante a producéo de queijo

Feta, em trés diferentes industrias.

A possibilidade de contaminacdo de enterococos durante o processamento
e eventual cura do queijo esta presente e deve ser considerada. Poznanski e
outros (2004) relataram que, apesar da baixa quantidade de Enterococcus
observada em duas amostras de leite — utilizado na produ¢do de um queijo italiano
tradicional — procedentes das regides de Vanoi e Rolle, a microbiota do queijo
produzido com o leite de Vanoi foi dominada por estes microrganismos. A origem

dos enterococos ocorreu através de contaminagao durante o processamento e a
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cura do queijo.

Os 150 isolados do género Enterococcus foram subdivididos em
enterococos tipicos (56%) e enterococos atipicos (44%), sendo a sua distribuicdo
nas amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho mostrada na Figura 4.
Os enterococos que apresentaram resultados discrepantes em relagdo a um dos

testes de identificagdo, apresentados na Tabela 5, foram considerados atipicos.

Figura 4 — Distribuigdo de enterococos tipicos e atipicos isolados das amostras de
25

H Tipicos

10 —
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.l N
LC1 LC2 MQ1 MQ2 QC1 QC2

Amostras

leite, massa do queijo e queijo de Coalho artesanal.

De acordo com Folquié-Moreno e outros (2006), existem algumas excegdes
para este género. Ha espécies que nao crescem a 45°C (E. dispar, E.
malodoratus, E. moraviensis e E. sulfureos) e outras que néo crescem a 10°C (E.
cecorum e E. columbae). Ha também as que se desenvolvem pouco ou nao se
desenvolvem na presenga de 6,5% de NaCl (E. avium, E. columbae, E. cecorum e

E. saccharominimus).
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A variabilidade de caracteristicas fenotipicas para o Enterococcus € muito
alta e ocorre de acordo com a origem do isolado (GIRAFFA, 2002). Este fato pode
levar pesquisadores a cometerem erros de identificacdo, transformando os
enterococos atipicos em novas espécies (GIRAFFA; CARMINATI; NEVIANI,
1997).

Dos 66 enterococos considerados atipicos, neste trabalho, 89,4% nao
cresceram a temperatura de 10°C. Os enterococos tipicos apresentaram
frequéncias superiores aos enterococos atipicos nas amostras da UP1, sendo o

maior numero deles detectado na amostra MQ1.

Os 58 isolados identificados como Lactobacillus foram agrupados ainda em
lactobacilos mesofilicos e termofilicos, homofermentativos e heterofermentativos,
de acordo com a temperatura de crescimento e capacidade de produzir CO; a
partir da glucose. A classificagdo dos lactobacilos nos quatro grupos citados acima
para as amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho pode ser observada

na Figura 5.

Em relagdo a temperatura de crescimento, os lactobacilos mesofilicos
predominaram nas amostras de leite, enquanto que os termofilicos prevaleceram
nas amostras de queijo de Coalho. Este resultado enfatiza que a etapa de
cozimento da massa, realizada durante o processamento do queijo de Coalho
artesanal modifica a microbiota proveniente da matéria-prima, selecionando

bactérias resistentes a temperaturas elevadas.

Os lactobacilos que s6 produzem acido latico (homofermentadores) e os
que produzem, além de acido latico, outros acidos organicos, CO,, alcool e H,0,
(heterofermentativos) foram encontrados em todas as amostras avaliadas, no

entanto, os lactobacilos heterofermentativos dominaram a amostra QC2.
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Figura 5 — Classificagdo dos lactobacilos segundo a temperatura de crescimento e

producdo de gas para as amostras de leite, massa do queijo e queijo de Coalho
(LMHom. - Lactobacilos Mesofilicos Homofermentadores, LMHet. - Lactobacilos Mesofilicos

Heterofermentadores, LTHom. - Lactobacilos Termofilicos Homofermentadores, LTHet. -

Lactobacilos Termofilicos Heterofermentadores).

Conforme Beresford e Williams (2004), o género Lactobacillus foi
subdividido em trés grupos: homofermentadores obrigatdrios, heterofermentadores
facultativos e heterofermentadores obrigatérios. Os lactobacilos que séao
frequentemente recuperados de queijos sdao os heterofermentadores facultativos,

pertencentes a microbiota secundaria, sendo denominados NSLAB.

Ha um grande numero de trabalhos apresentados na literatura, que
pesquisaram a populagdo de lactobacilos da microbiota secundaria, em queijos
elaborados em paises europeus como Ricotta Forte — queijo italiano (BARUZZI et
al., 2000), Cheddar (WILLIAMS; CHOI; BANKS, 2002), Norvegia — um tipo de
queijo holandés (OSTLIE et al., 2004) e Manchego — queijo espanhol (SANCHEZ
et al., 2006).

A identificacdo das espécies para os géneros detectados nas amostras

coletadas durante o processamento de queijo de Coalho artesanal, pode ser
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observada na Tabela 7. Os 50 isolados selecionados para a identificacdo de
espécie apresentaram capacidade de produzir acido no leite tornassolado em até
18h, sendo 34% provenientes da amostra LC1; 14%, da LC2; 16%, da MQ1; 8%,
da MQ2;16%, da QC1 e 12% da amostra QC2.

Tabela 7 — Espécies de BAL isoladas das amostras de leite, massa do queijo e

queijo de Coalho artesanal.

Bactérias Acido Laticas N° Isolados %* %"
Enterococcus 11 100,0 22,0
Enterococcus faecalis 2 18,2 4,0
Enterococcus faecium 8 72,7 16,0
Enterococcus durans 1 9,1 2,0
Lactococcus 14 100,0 28,0
Lactococcus lactis subsp. lactis 12 85,7 24,0
Lactococcus raffinolactis 2 14,3 4,0
Lactobacillus 9 100,0 18,0
Lactobacillus brevis 1 11,1 2,0
Lactobacillus crispatus 3 33,3 6,0
Lactobacillus plantarum 4 44 .4 8,0
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1 11,1 2,0
Streptococcus thermophilus 16 100,0 32,0
Total 50 100,0

@ Percentagem de isolados identificados para cada género.
® Percentagem de identificados para o total de isolados.

As espécies dos géneros Enterococcus, Lactococcus e Lactobacillus que
apresentaram maior frequéncia nas amostras de leite, massa do queijo e queijo de
Coalho artesanal foram Enterococcus faecium (72,7%), Lactococcus lactis subsp.
lactis (85,7%) e Lactobacillus plantarum (44,4%).

Cavalcante (2005) também isolou as espécies Lactococcus lactis subsp.
94



lactis, Enterococcus faecium e Streptococcus thermophilus do leite cru do Vale do

Jaguaribe, o qual é utilizado na produgao do queijo de Coalho desta regiao.

Manopoulo e outros (2003), ao avaliarem as populagées microbianas
durante a produgdo de queijo Feta, em trés unidades produtoras diferentes,
relataram resultados semelhantes aos obtidos para Enterococcus faecium neste
trabalho. O E. faecium é a espécie mais comum do género Enterococcus
encontrada no trato intestinal dos bovinos (GELSOMINO et al., 2001).

Resultados semelhantes aos observados para o lactobacilos
heterofermentativo facultativo, Lactobacillus plantarum, sao relatados na literatura.
Zarate e outros (1997) detectaram maior quantidade desta espécie (56,9%) dentre
os 54 lactobacilos identificados no queijo de leite de cabra Tenerife. Pérez
Elortondo e outros (1998) também detectaram alta frequéncia de L. plantarum
(30,4% de 43 lactobacilos) no leite de ovelha e no queijo Idiazabal, produzido a
partir desta matéria-prima. Albenzio e outros (2001) observaram uma grande

diversidade de cepas de L. plantarum no queijo Canestrato Pugliese.

A espécie Lactobacillus crispatus nao parece ser comumente encontrada
em produtos lacteos. Contudo, estudos estdo sendo conduzidos com o intuito de
usar este microrganismo como probiotico. O trabalho desenvolvido por Chen e
outros (2007) indicou que o L. crispatus ZJ001, isolado do intestino de porcos,
apresentou potencial como probidtico pela sua tolerancia a acido e sais biliares,
alta capacidade de adesdo e competicdo exclusiva contra Escherichia coli

O157:H7 e Salmonella typhimurium.

O Streptococcus thermophilus foi a espécie predominante (32,0%) para o
total de isolados identificados. Esta € a unica espécie do género Streptococcus
que permanece viavel ao tratamento térmico de 60°C por 30 minutos (HARDIE;
WHILEY, 1995). A confirmacdo deste resultado necessita, contudo, de uma

avaliacao molecular.
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Este resultado corrobora os encontrados por Marino, Maifreni e Rondinini
(2003), que acompanharam as mudangas ocorridas na microbiota do queijo
artesanal italiano Montasio, desde a matéria-prima até o final da cura. O S.
thermophilus foi encontrado em quantidade razoavel no leite cru, sendo a espécie

de maior frequéncia apds 30 e 60 dias de cura.

Um estudo desenvolvido por Manopoulo e outros (2003), relatou algumas
das mesmas espécies verificadas neste trabalho, porém em percentagens
diferentes. Das 146 BAL isoladas de queijo Feta por estes pesquisadores, 39,7%
foram identificadas como S. thermophilus; 15,7%, como E. faecium e 19,9%, como

L. plantarum.

4. Conclusoes

A identificacdo da microbiota latica presente em amostras de leite, massa
do queijo e queijo de Coalho artesanal produzido em duas unidades produtoras de
Jaguaribe, Ceara, foi realizada como parte deste trabalho para acompanhar a

evolucao microbiana de BAL, durante o processamento deste queijo.

A evolugao do grupo de BAL durante o processamento do queijo de Coalho
artesanal foi similar para os géneros Lactococcus e Enterococcus, diferindo para
os Lactobacillus e Streptococcus nas duas unidades produtoras onde o queijo foi

elaborado.

A diversidade de BAL presente nas amostras de leite cru foi diferente da
verificada nas amostras de queijo de Coalho artesanal. Todos os géneros
identificados neste trabalho foram detectados nas amostras de leite, no entanto o

o Lactococcus nao foi encontrado nas amostras de queijo.

A predominancia de Lactococcus e lactobacilos mesofilicos nas amostras

de leite e de Enterococcus (tipicos e atipicos), Streptococcus e lactobacilos
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termofilicos nas amostras de queijo indica que, durante o processamento do queijo
de Coalho artesanal ocorreu uma selegcao de bactérias resistentes a temperaturas

elevadas, devido a etapa de cozimento da massa.

A identificacdo do género Enterococcus deve ser conduzida de forma
cuidadosa, devido a presenga de isolados atipicos que podem apresentar

resultados diferentes dos citados na literatura para alguns testes.

A presencga crescente de Enterococcus nas amostras examinadas durante o
processamento do queijo de Coalho artesanal indica a transferéncia e
multiplicagdo destes microrganismos da matéria-prima para o queijo. Boas
praticas de fabricacdo devem ser efetuadas desde a obtengdo do leite até o
produto final, para que se alcance um produto com boa qualidade sanitaria. No
entanto, os resultados sugerem que os enterococos fazem parte da microbiota
natural deste queijo e devem ter uma contribui¢do significativa nas caracteristicas

do mesmo.
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CAPITULO IV

PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DE BACTERIAS ACIDO LATICAS
ISOLADAS DE QUEIJO DE COALHO ARTESANAL PRODUZIDO NO CEARA

Resumo

Um total de 235 bactérias acido laticas (35 Lactococcus, 92 Lactobacillus, 44
Streptococcus e 64 Enterococcus), isoladas de amostras de leite, massa do queijo e
queijo de Coalho artesanal produzido no Ceard, foi avaliado pela capacidade de
produzir acido em 6 e 24h. Apds esta avaliagao, os isolados que nao reduziram o pH
do leite para baixo de 6,0, até 24h e aqueles que apresentaram caracteristicas
indesejaveis para o coagulo formado foram descartados. A partir dai, 25 Lactococcus,
27 Streptococcus e 42 Lactobacillus foram selecionados para avaliagdo das
propriedades tecnolégicas de atividade proteolitica, produgéo de aroma, tolerancia ao
sal e producdo de bacteriocinas ativas contra Listeria spp. Os Enterococcus foram
testados quanto a sua patogenicidade, sendo os nao patogénicos (37) submetidos a
avaliacdo da capacidade de produzir compostos antimicrobianos contra Listeria spp.
Os resultados obtidos revelaram que o género Lactococcus (35) apresentou a maior
percentagem (17,1%) de produtores rapidos de acido; os Lactobacillus exibiram maior
variabilidade e extensdo proteolitica, além de maior producdo de aroma. As 94
culturas laticas analisadas mostraram boa tolerancia ao sal, sendo que 98 e 87%
delas suportaram, respectivamente, 3 e 4% de NaCl. Das 131 culturas avaliadas para
atividade antagonista, 10% foram produtoras de bacteriocinas. As espécies das 13
culturas bacteriocinogénicas foram identificadas como Lactococcus lactis subsp. lactis
(1), Lactobacillus brevis (1), Lactobacillus crispatus (2), Streptococcus thermophilus

(1), Enterococcus faecalis (1) e sete como Enterococcus faecium (7).
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1. Introdugéao

O queijo de Coalho é a variedade de queijo artesanal mais popular e
difundida no Nordeste brasileiro. Ele apresenta sabor e aroma levemente acidos e
uma textura firme e borrachenta, que promove o ranger nos dentes quando o
queijo € mastigado. Sua producdo é realizada a partir de leite cru, através de

coagulacao enzimatica, sem adigao de fermento latico.

As bactérias acido laticas (BAL) presentes na matéria-prima utilizada na
producao do queijo de Coalho artesanal, provavelmente, estdo associadas ao
desenvolvimento de caracteristicas proprias deste queijo. No entanto, a legislagéo
brasileira, com o intuito de garantir a seguranga dos consumidores, estabelece
que o leite usado na producéo de queijos deve ser submetido a pasteurizagéo ou
tratamento térmico equivalente (MAARA, 1996), pois o leite cru € uma das

principais fontes de microrganismos patogénicos nestes tipos de queijos.

A pasteurizacao do leite, por sua vez, além de eliminar os microrganismos
indesejaveis, também reduz grande parte da microbiota latica do leite,
influenciando negativamente no desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do
queijo (GRAPPIN; BEUVIER, 1997)

A perda de caracteristicas sensoriais em queijos produzidos a partir de leite
pasteurizado, pode ser amenizada pela adicdo de fermento latico, logo apds a
etapa de pasteurizagdo. Contudo, o uso de fermentos laticos comerciais nao
consegue recuperar as caracteristicas individuais e especificas do queijo
elaborado com leite cru, acabando por promover uma padronizagdo cega neste

produto.

A selegcdo de um fermento latico para a produgcdo de queijos pode ser
realizada através da avaliagdo de propriedades tecnologicas de BAL como
produgao de acido latico, produgdo de sabor e aroma desejaveis durante a cura,

tolerancia ao sal, produgdo de bacteriocinas, sensibilidade ao aquecimento,
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resisténcia a bacteriéfagos e outras (AYAD et al., 2004; FOX et al., 2000;
HASSAN; FRANK, 2001).

Deste modo, a pesquisa das propriedades tecnoldgicas de BAL selvagens,
isoladas de queijos produzidos com leite cru, pode auxiliar no desenvolvimento de
novos fermentos laticos, capazes de restaurar a diversidade de caracteristicas de

muitas variedades de queijos.

Um bom fermento latico deve promover a acidificacdo rapida do leite,
durante o processo fermentativo, e assim garantir a seguranga do produto
(BERESFORD; WILLIAMS, 2004). N&o obstante, a capacidade de certos
microrganismos produzirem substancias antimicrobianas, como as bacteriocinas,
também tem sido estudada (AMMOR et al., 2006; CARRASCO; SCARINCI;
SIMONETTA, 2002; GONZALEZ et al., 2007; HECHARD et al., 1990; HERREROS
et al., 2005).

Dentre os patdégenos veiculados por queijos, Listeria monocytogenes
adquiriu importancia devido aos diversos surtos ocorridos, inclusive com vitimas
fatais. Este microrganismo apresenta capacidade de multiplicagdo em
temperaturas de refrigeragao e alta concentragédo de sal, constituindo uma grande
ameacga a saude publica (BAEK et al., 2000). Desta forma, a busca de
bacteriocinas efetivas contra L. monocytogenes se tornou um alvo a ser atingido
(GIRAFFA, 1995; MURIANA, 1996; RODRIGUEZ et al., 2001).

As bacteriocinas sao promissoras para uso como conservantes bioldgicos,
pois além de inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis, podem ser
utilizadas em combinacdo com o tratamento térmico, uma vez que muitas
apresentam estabilidade ao aquecimento. Também s&o biodegradaveis,
destruidas por enzimas digestivas, seguras a saude e ativas em baixa
concentracédo (DE VUYST; VANDAMME, 1994).

Neste contexto, foi realizado um extenso trabalho de pesquisa com as BAL
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isoladas de queijos de Coalho artesanais produzidos no Ceara, visando
determinar suas propriedades tecnoldgicas quanto a capacidade de acidificagao,
atividade proteolitica, producdo de aroma, tolerdncia ao NaCl e producao de
bacteriocinas ativas contra Listeria spp. A avaliagdo destas propriedades permitira
a selecédo de espécies de BAL para serem utilizadas na produgdo do queijo de

Coalho a partir de leite pasteurizado.

2. Material e Métodos
2.1. Origem e critérios de seleg¢ao das culturas laticas

Um total de 912 BAL selvagens isoladas de amostras de leite cru (2), de
massa do queijo (2) e de queijo de Coalho artesanal (14) produzido no estado do
Ceara, pertencentes aos géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus e
Enterococcus, foram selecionadas de acordo com sua capacidade de coagular,
reduzir e acidificar o meio Litmus Milk (BBL) em até 48h. Deste total, 235 culturas
laticas que conseguiram formar um coagulo liso e firme (35 Lactococcus, 92
Lactobacillus, 44 Streptococcus e 64 Enterococcus), foram submetidas aos testes

de avaliagao das propriedades tecnologicas.

2.2, Condigoes de manutencgao e crescimento das culturas laticas

Os isolados foram mantidos congelados a -18°C, até o momento da
avaliacdo das propriedades tecnoldgicas. Para o congelamento, uma quantidade
de 10% das culturas laticas, crescidas por 24h, foi inoculada em meio Litmus Milk,
sem prévia incubagao (DURLU-OZKAYA et al., 2001).

Apds descongelados, os microrganismos selecionados foram ativados em
caldo MRS (Acumedia) por 24h, nas temperaturas de 30°C (mesofilicos) ou de

42°C (termofilicos). Na sequéncia da ativacao, as BAL foram transferidas para o
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meio LDR - Leite Desnatado Reconstituido — a 10%, suplementado com 0,3% de
extrato de levedura (BD) e 0,2% de glucose (Vetec), e incubados nas mesmas
condicdes citadas acima (DURLU-OZKAYA et al., 2001).

Durante os testes para avaliagdo das propriedades tecnologicas, uma
aliquota de 1% das culturas laticas foi inoculada em 5ml de LDR (10%) e mantida
a 4°C (COWMAN; SPECK, 1962). Antes de cada teste, os microrganismos foram
ativados novamente, no mesmo meio, e incubados por 24h, nas temperaturas de
30 ou 42°C.

2.3. Avaliagao das propriedades tecnologicas

As culturas laticas dos géneros Lactococcus, Lactobacillus e Streptococcus
foram submetidas a avaliagdo das propriedades tecnoldgicas de capacidade de
acidificacao, capacidade proteolitica, capacidade de formacdo de aroma, de
tolerancia ao sal e de produgdo de compostos antibacterianos e bacteriocinas
ativas contra Listeria spp. Os microrganismos do género Enterococcus foram
testados quanto a sua patogenicidade e sua capacidade de produzir compostos

antibacterianos e bacteriocinas ativas contra Listeria spp.

2.3.1. Avaliacao da capacidade de acidificacao

Uma quantidade de 1% das culturas ativadas foi inoculada em 200ml de
LDR (10%), tratado termicamente a 121°C/ 5 minutos e incubados a 30°C ou
42°C, de acordo com sua caracteristica de crescimento. Para cada cultura,
aliquotas de 30ml do meio LDR foram retiradas, em ftriplicata, no inicio e apds os
tempos de incubacdo de 6 e 24h, para avaliagdo da capacidade de acidificacao
(ESTEPAR et al., 1999).

A habilidade das culturas laticas de produzirem acido foi mensurada através
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do pH e da acidez titulavel. A determinacado de pH foi realizada em potenciémetro
(Digimed, DM20), previamente calibrado com solug¢des tampéo de pH 4,0 e 7,0. A
acidez das amostras de queijo foi determinada pelo método titulométrico com
solugéo de hidroxido de sodio 0,1N (Vetec), seguindo a metodologia AOAC 947.05
(AOAC, 1997).

O controle do experimento foi feito pela incubagao de 200 ml do meio sem
in6culo ou através da inoculacdo do meio com cepas de referéncia, pertencentes
as colegbes de culturas da American Type Culture Collection — ATCC e da

Nacional Collection of Dairy Organisms — NCDO (Tabela 1).

Tabela 1 — Cepas de referéncia utilizadas na avaliacdo de atividade acidificante.

Cepas de referéncia Fonte

Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO 2003
Lactobacillus plantarum ATCC 8914
Streptococcus thermophilus NCDO 1968

2.3.2. Avaliagcao da capacidade proteolitica

A atividade proteolitica foi mensurada pela liberacdo de tirosina a partir da
hidrélise da caseina, de acordo com o método de Hull (HULL,1947; CITTI;
SANDINE; ELLIKER, 1963), modificado. Aliquotas de 1% das culturas
previamente ativadas em caldo MRS foram transferidas para meio LDR (10%)

pasteurizado (63°C/ 30 minutos) e incubadas a 30 ou 42°C.

Decorrido o periodo de crescimento de cada isolado (16 — 48h), 3ml das
culturas foram retiradas e misturadas a 3ml de agua destilada e 10ml de acido
tricloroacétido 0,72N (Vetec). Esta mistura foi homogeneizada durante 5 minutos
e, apos um repouso de 15 minutos, foi filtrada em papel Whatman n° 1. Do filtrado,
foi retirada uma aliquota de 2ml, a qual foi adicionado 4ml de uma solugao
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composta de carbonato de sodio 15% (Qeel) e pirofosfato de sodio 2% (Vetec),

aquecida a 40°C; e 1,2ml do reagente fenol Folin-Ciocalteau (Vetec).

A reacao da tirosina com o reagente fenol produziu uma coloragao azulada,
para a qual a densidade 6tica foi mensurada a 650nm, em espectrofotdmetro
(Varian, CARY 50). A calibracdo do espectrofotdbmetro foi realizada através de
curva com concentragdes entre 0,02 — 0,2mg de tirosina (Vetec). O branco foi
realizado, utilizando filtrado de meio LDR pasteurizado sem in6culo. A atividade

proteolitica foi expressa em g de tirosina por ml de amostra por hora.

2.3.3. Avaliacao da capacidade de formacgao de aroma e de tolerancia ao NaCl

A avaliagcao da capacidade de producao de aroma foi realizada em tubo de
ensaio contendo 2,5ml da cultura previamente ativada, 2,5ml de solugdo de NaOH
10N e 1ml de solugéo de creatina 1% (Sigma). Apds agitagdo do tubo por 20
minutos, o aparecimento de coloracéo résea indicou a presenga de diacetil e acetil
metil carbinol (FURTADO, 1990), compostos responsaveis pelo aroma em certos
tipos de queijos. A producao de aroma foi classificada como forte, moderada, fraca

ou ausente, de acordo com intensidade da coloracao desenvolvida.

A tolerancia das culturas laticas ao cloreto de sodio foi avaliada com base
no crescimento das mesmas em caldo APT, com concentracdes de 3,0 e4,0 % de
NaCl (Vetec), incubados a 30 ou 42°C, por 24h.

2.3.4.Avaliacéo do potencial de patogenicidade das culturas de Entecoccus

O potencial patogénico das culturas de Enterococcus, previamente
ativadas, foi avaliado pelos testes de atividade de hemolisinas e de
termonucleases, e de producgao de gelatinase (BROLAZO, 2003).

Para avaliacdo da atividade de hemolisinas, as culturas foram estriadas na
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superficie de agar BHI (Biobras), suplementado com 5m% de hemacias de
carneiro desfibrinadas e incubadas a 37°C por 48h. A atividade das hemolisinas foi

verificada pela formagao de halos de hemolise ao redor das estrias.

Para avaliagao da atividade de termonucleases, foram feitos pogos, com o
auxilio de pipeta Pasteur, em agar Bacto-DNAse (Acumedia) suplementado com
0,83 de solugao de azul de toluidina (1%). Cada pogo foi inoculado com 50ul de
cultura, previamente submetida ao tratamento térmico de 100°C/ 15 minutos em
banho-maria (Marconi, MA 159) e incubados a 37°C/ 24h. A atividade da
termonuclease foi visualizada através de zonas de coloragcdo rosa ao redor dos

POGOS.

Para a avaliacao de produgao de gelatinase, as culturas foram inoculadas
em tubos contendo agar nutriente gelatina e incubadas a 21°C/ 7dias. A liquefagao

do meio indica reagéo positiva para gelatinase.

2.3.5. Avaliagdo de atividade antagonista e de producédo de bacteriocinas ativas

contra Listeria spp.
Culturas indicadoras e culturas testes

A ativagado da cultura do microrganismo indicador foi realizada através de
duas repicagens consecutivas. Primeiramente, as cepas de Listeria foram
inoculadas em 5ml de caldo TSB (Dfico), suplementado com 0,6% de extrato de
levedura (TSB-YE). Apds a incubagao a 35°C/ 24h, uma alga destas culturas foi
transferida para 10 ml de caldo TSB-YE, e incubada por mais 18h a mesma

temperatura.

As culturas indicadoras utilizadas para avaliagao de atividade antagonista e
de produgdo de bacteriocinas pelas BAL foram trés cepas de L. monocytogenes
(Scott A, C1 - 027 e C1 — 030) e uma de L. innocua ATCC 33090. As cepas de L.
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monocytogenes C1 — 027 e C1 — 030 foram isoladas de uma amostra de queijo de
Coalho artesanal e pertencem a colegédo de culturas do Laboratério de Higiene e

Legislacdo do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UNICAMP.

As culturas testes foram BAL selecionadas através das propriedades
tecnoldgicas analisadas anteriormente e ativadas por meio de duas repicagens
consecutivas. Na primeira repicagem, uma aliquota de 50ul de cada cultura latica
foi inoculada em 5ml de caldo MRS e incubada a temperatura adequada por 24h.
Na segunda repicagem, um volume de 200ul de cada cultura, crescida por 24h, foi
transferido para 20ml de caldo MRS e incubado nas mesmas condigbes da

repicagem anterior.

Avaliagdo de atividade antagonista

A atividade antagonista das culturas testes, sobre as cepas de Listeria ssp.
foi avaliada pela técnica de difusdo em agar, com modificagbes dos métodos de
Benkerroum e outros (1993) e de Tagg e McGiven (1971). Aliquotas de 200ul das
culturas indicadoras foram inoculadas, em profundidade, em 20ml de caldo TSB-
YE com 0,9% de agar. Apos solidificacédo do meio, foram feitos pogos de 5mm de
didmetro, com auxilio de pipetas Pasteur estéreis. Uma quantidade de 50ul de
cada cultura teste foi inoculada, em duplicata, nestes pocos. As placas foram
mantidas a 4°C por duas horas para permitir a difusdo das culturas testes no agar
e depois incubadas a 35°C/ 24h (COGAN et al.,1997). A presenga de zonas claras
de inibicdo representaram a atividade antagonista das culturas testes contra

Listeria ssp.

Avaliacédo da producéo de bacteriocinas

As culturas de BAL que apresentaram atividade antagonista contra Listeria
ssp. foram testadas para produgao de bacteriocinas. Apds a sua ativacao, 20ml de
cada cultura foram centrifugados a 7.500g/ 10 minutos/ 4°C (MORENO et al.,
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2000), em centrifuga Biofuge Stratos (Heraeus Instruments).

Os sobrenadantes foram neutralizados a pH 6,5 com uma solugao de NaOH
2,5N (GONZALEZ et al., 2007). O ajuste do pH foi realizado com fita indicadora
(Macherey-Nagel), com a finalidade de inibir a acdo antagonista resultante da
producao de acido. Em seguida, os sobrenadantes foram esterilizados por filtragao

em membranas de acetato de celulose Millex GV (0,22um).

Aliquotas de 1ml dos sobrenadantes neutralizados e esterelizados foram
tomadas e adicionadas de 1ml de solugédo de catalase 0,1mg/ ml (C 9322 —
Sigma), a fim de obter uma concentracéo final 100 — 250U de catalase por mi
(GONZALEZ et al., 2007). A catalase inibe a possivel acdo antagonista promovida

pelo peroxido de hidrogénio.

As placas contendo as cepas de Listeria ssp. foram preparadas como
descrito anteriormente, com pequenos pog¢os, nos quais 50ul das solucdes testes
foram inoculados. Depois de mantidas a 4°C/ 2h, as placas foram incubadas a
35°C/ 24h. A producado de bacteriocinas foi confirmada pela presencga de halo de

inibicado formado em torno do pocgo contendo a BAL.

2.4. Pesquisa de Listeria sp.

A presenca de Listeria sp. foi determinada de acordo com o método
preconizado por Pagotto e outros (2001) para 14 amostras de queijo de Coalho

artesanal produzidas no Ceara, utilizadas para isolamento das BAL.

2.5. Analise estatistica

Os resultados das analises para a capacidade de acidificagao e proteolitica
das culturas receberam tratamento estatistico através do teste de Analise de

Varidncia — ANOVA - para determinagcdo de significancia estatistica dos
112



resultados. As médias obtidas para as culturas laticas testadas foram comparadas
através do teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. As analises
estatisticas citadas foram realizadas com o auxilio do software livre R, versao
2.4.0 (R DEVELOPMENT, 2006).

3. Resultados e Discussao
3.1. Avaliagao das propriedades tecnolégicas
3.1.1. Avaliacao da capacidade de acidificacao

A capacidade de acidificagdo das culturas selecionadas, dos géneros
Lactococcus, Lactobacillus e Streptococcus, avaliada através do pH mensurado
apos 6 e 24h de incubacao, pode ser observada na Tabela 2 e na Figura A1 do

Apéndice A.

Tabela 2 — Culturas laticas que reduziram o pH do leite de 6,5 para 5,3 apés 6h ou

para 4,6 apos 24h de incubacao as temperatura de 30 ou 42°C.

. N° isolados N° isolados que reduziram o pH para
Géneros .
avaliados <53 % <4,6 %
Lactococcus 35 6 171 12 34,3
Lactobacillus 92 3 3,3 4 4.3
Streptococcus 44 6 13,6 20 455
Total 171 15 8,8 36 211

Para uma cultura latica ser considerada produtora rapida de acido, ela deve
reduzir o pH do leite do seu valor normal (6,6) para 5,3 em 6h de incubacao a
temperatura adequada (COGAN et al. 1997). Esta caracteristica pode ser atribuida
a uma BAL iniciadora (BERESFORD, 2001). Ap6s 24h de incubagéao, o valor de
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pH do ponto isoelétrico da caseina (4,6) foi utilizado como base para a

determinagao da capacidade de producao de acido.

Das 171 culturas avaliadas, somente 8,8% foram consideradas produtoras
rapidas de acido. Apds 24 h, 21,1% destas cultas alcancaram o pH de 4,6,

promovendo a coagulacao do leite.

A maior percentagem (17,1%) de microganismos considerados acidificantes
rapidos foi encontrada dentre os Lactococcus. No entanto, as demais culturas de
Lactococcus foram produtoras lentas de acido (77,2%) ou reduziram pouco o pH
do leite (5,7%) em 24 h (Figura A1 do Apéndice A). Tais resultados corroboram
os relatados por Cogan e outros (1997), os quais verificaram que microrganismos
provenientes de queijos artesanais europeus apresentaram baixa producédo de
acido. Durlu-Ozkaya e outros (2001) observaram que nenhuma das cepas de
Lactococcus lactis subsp. lactis, isoladas do queijo Beyaz, foi considerada rapida

na producao de acido.

A percentagem de acidificantes rapidos obtida neste trabalho para os
Lactococcus (17,1%), foi maior do que a relatada (2%) por Ayad e outros (2004).
Segundo estes pesquisadores, os lactococos selvagens possuem uma menor

capacidade de producéao de acido.

Em contrapartida, Ballesteros e outros (2006) verificaram que os
Lactococcus foram o0s microrganismos com maior capacidade de acidificagéo
dentre os isolados do queijo Manchego. Medina e outros (2001) isolaram uma
cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis capaz de baixar o pH do

leite para 3,95 apds 16h de incubacao.

A maior parte dos Lactobacillus avaliados apresentou fraca capacidade de
acidificacao (Tabela 2). Embora ap6s 24h, somente 4,3% tenham sido capazes de
reduzir o pH do leite para 4,6 ou menos, 37 (40%) destes isolados produziram
acido na faixa de pH de 5,1 — 5,5 (Figura A1 do Apéndice A).
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Apesar de Cogan e outros (1997) terem encontrado 32% de Lactobacillus
acidificantes rapidos em uma populagao de 401 isolados, 29, 4% das 17 culturas
de Lactobacillus isoladas por Durlu-Ozkaya e outros (2001) n&o alteraram o pH do
leite apos 6h. Apds 24h, 82,3% destas culturas baixaram o pH para a faixa de 5,0
— 5,5. Os lactobacilos toleram bem ambientes acidos, no entanto estes
microrganismos iniciam seu crescimento apos as culturas iniciadoras baixarem o
pH do meio por volta 5,5 (HASSAN; FRANK, 2001).

Das 44 culturas de Streptococcus avaliadas, somente seis (13,6%) foram
acidificantes rapidas(Tabela 2). No entanto, dentre os 15 isolados que reduziram o
pH para 5,3, Streptococcus e Lactococcus predominaram com 40% cada. Esse
resultado difere do relatado por Cogan e outros (1997), que encontraram 53,0% de

produtores rapidos dentre 528 S. thermophilus isolados de produtos lacteos.

A habilidade de produzir acido pelos diferentes géneros de BAL ndo € uma
caracteristica estavel. Ela pode apresentar variacbes de acordo com diversos
fatores, como género e espécie da cultura, ecossistema de origem do isolado,
tratamento térmico do leite, temperatura e tempo de incubagdo, presenca de
antibidticos ou bacteriofagos, etc. De acordo com Durlu-Ozkaya e outros (2001),
dentro de um mesmo género pode haver cepas com diferentes comportamentos

quanto a esta caracteristica.

Para avaliagdo da capacidade de producdo de acido das culturas laticas
através do teste de acidez tituldvel, foram relacionados os valores médios
correspondentes ao pH alcangado por um microrganismo considerado acidificante
rapido (5,3) e para o ponto isoelétrico da caseina (4,6). De acordo com os
resultados obtidos neste trabalho, 0,5% de acido latico produzido pelas culturas
laticas foi equivalente a um valor de pH, aproximadamente de 5,3 e 0,8% de acido

latico a um de 4,6.

A capacidade de acidificagdo das culturas laticas analisada através da

acidez titulavel é apresentada na Tabela 3. Confirmando os resultados verificados
115



na avaliacdo do pH, somente 8,8% foi capaz de produzir 0,5% de acido latico em
6h.

Este resultado foi similar ao encontrado por Reinheimer e outros (1997),
que verificaram uma produgao de acido latico na faixa de 0,4 a 0,7%, em 24h, por
culturas isoladas de fermento produzido a partir de leite. Badis e outros (2004)
também verificaram que Streptococcus e Lactobacillus isolados de leite de cabra

produziram acidez entre 0,6 e 0,8%, apos 12h de incubagao.

Tabela 3 — Culturas laticas que reduziram a acidez do leite de 0,2% para 0,5%

apos 6h ou para 0,8% apds 24h de incubacdo as temperaturas de 30

ou 42°C.

. N° isolados N° isolados que reduziram acidez para

Géneros -
avaliados =0,5% % =0,8 % %

Lactococcus 35 8 23,5 12 35,3
Lactobacillus 92 3 3,2 5 5,4
Streptococcus 44 4 9.1 22 50,0
Total 171 15 8,8 39 22,8

O pequeno numero de culturas com capacidade de acidificagao rapida pode
ser explicada pelas préprias caracteristicas fisico-quimicas (pH elevado e baixa

acidez), do queijo de Coalho artesanal, de onde elas foram isoladas (Capitulo 2).

A habilidade de produzir acido rapidamente auxilia na atividade do
coagulante, na expulsdo do soro da coalhada e na seguranca de queijos, por
prevenir o crescimento de patogenos (DURLU-OZKAYA, et al. 2001; FOX et al.
2000). No entanto, esta caracteristica também contribui para a modificacédo da

textura e definicao do sabor do queijo.

Para a fabricagdo de queijo de Coalho, culturas laticas que produzam
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quantidade moderada de acido latico, de modo a proporcionar sabor levemente
acido, sem alterar a textura borrachenta do produto sdo desejaveis. O papel da
textura nas caracteristicas do queijo de Coalho ¢é discutido junto aos resultados de

avaliacdo da capacidade proteolitica.

3.1.2. Avaliacao da capacidade proteolitica

Para a avaliagao da capacidade proteolitica foi realizada uma nova selecéo
de microrganismos, na qual foram eliminados todos os isolados que ndo reduziram
o pH do leite para abaixo de 6,0, em até 24h. As bactérias que apresentaram
caracteristicas indesejaveis ao coagulo formado, tais como textura pouco firme e
aroma desagradavel também foram excluidas. Desta forma, foram selecionados
25 Lactococcus, 27 Streptococcus e 42 Lactobacillus, perfazendo um total de 94

microrganismos para avaliagdo da atividade proteolitica (Tabela 4).

Tabela 4 — Selegcao de culturas laticas em relagdo a reducdo de pH ou

caracteristicas organolépticas indesejaveis a produgao de queijo.

Isolados eliminados por apresentar  Ne° jsolados

BAL N° Inicial )
pH > 6,0 C.O. indesejaveis Selecionados
Lactococcus 35 2 8 25
Lactobacillus 92 29 21 42
Streptococcus 44 8 9 27
Total 171 39 38 94

C.O. - Caracteristica Organolépticas.

A atividade proteolitica das 94 culturas selecionadas foi mensurada pela
formacgao de tirosina a partir da hidrolise da caseina (Figura 1). Quanto maior a

concentracdo de tirosina, maior a capacidade proteolitica do microrganismo.
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Aproximadamente 71% dos 94 isolados inoculados em LDR foram pouco
proteoliticos, com baixa producdo de tirosina (até 20ug-ml™), independentemente

dos tempos de crescimento.

A atividade proteolitica maxima detectada para as 25 culturas de
Lactococcus foi de 39,4ug de tirosina por ml. No entanto, mais da metade delas
(60%) produziram até 20ug de tirosina por ml (Figura 1 a). Os Streptococcus
foram os isolados menos proteoliticos, atingindo a concentragdo maxima de

17,6ug-ml™" de tirosina em 16 ou 48h (Figura 1 c).

Os microrganismos do género Lactobacillus proporcionaram maior
variabilidade e extensdo na hidrdlise da caseina. Dos 42 isolados avaliados,
54,8% exibiram fraca protedlise (até 20ug'ml’ de tirosina) e 16,7% deles
alcangaram concentragao entre 60 — 80ug de tirosina por ml de leite por tempo de
crescimento (Figura 1 b). Resultados similares foram relatados por Quiberoni e
outros (1998), nos quais 56% dos 25 Lactobacillus helveticus analisados

produziram até 20ug-ml™ de tirosina em 24 horas.

A atividade proteolitica das culturas laticas avaliadas neste trabalho foi
superior a protedlise maxima (5ug-ml' em 72h), observada por Badis e outros
(2004) para Lactobacillus helveticus, ao avaliarem as propriedades tecnoldgicas
de BAL pertencentes a 5 diferentes géneros. Este valor foi considerado bastante

baixo pelos referidos autores.
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Figura 1 — Atividade proteolitica das culturas laticas de Lactococcus, Lactobacillus

e Streptococcus, no periodo de 16 a 48h (N° de isolados estdo nas barras).
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Por outro lado, a concentragdo de tirosina encontrada no leite inoculado
com as culturas avaliadas neste trabalho, foi bastante baixa quando comparada
com a faixa média de 154 — 191ug-ml” de tirosina produzida em 24h, observada
por Reinheimer e outros (1995) durante a caracterizagdo de culturas soro.
Diferentes concentracbes de tirosina sido alcancadas porque a atividade
proteolitica de um microrganismo € influenciada pelo tempo de incubagao,

capacidade fisioldgica de crescimento de cada espécie, origem e tipo de cultura.

A protedlise é responsavel pelo desenvolvimento de muitas caracteristicas
organolépticas nos queijos, principalmente nos curados. Um dos papéis mais
importantes da protedlise estd na producdo de compostos volateis, que
contribuem para o sabor e aroma dos queijos (McSWEENEY, 2004).

O uso de microrganismos muito proteoliticos nao é recomendado para
producdo de queijos consumidos ainda frescos, como ocorre com o queijo de
Coalho, uma vez que a protedlise pode levar ao desenvolvimento de sabor

amargo e ao amolecimento da textura.

O desenvolvimento destas caracteristicas sensoriais s&o indesejaveis no
queijo de Coalho, sobretudo, o amolecimento da textura, pois este queijo € muito
consumido na forma assado e nao deve derreter quando colocado sobre uma
chapa aquecida. Os resultados obtidos para capacidade proteolitica mostram que
as culturas avaliadas podem ser utilizadas na elaboracdo de um fermento latico

para a fabricagao de queijo de Coalho.

3.1.3. Andlise estatistica para avaliagdo da capacidade de acidificacédo e

proteolitica

A ANOVA determinou que os resultados obtidos para o pH, a acidez
titulavel e a concentragdo de tirosina foram estatisticamente significativos para um
nivel de confianca de 95%. As médias encontradas para acidificagcdo e
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capacidade proteolitica de 25 Lactococcus, 42 Lactobacillus e 27 Streptococcus
foram comparadas através do teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%
(Tabela 5).

Os resultados de pH e acidez titulavel mensurados apds 6 e 24h para cada
cultura latica selecionada, e as respectivas concentragbes de tirosina (ug-ml”)
produzidas em diferentes tempos de crescimento, podem ser observados nas
Tabelas A.1, A.2 e A.3 do Apéndice A.

Tabela 5 — Valores médios obtidos nas analises realizadas para avaliacdo da

capacidade de acidificagao e proteolitica.

Género pH 6h pH 24h Acidez (%) 6h Acidez (%) Tirosina
24h pg-ml
Lactococcus 5,9° 5,0° 0,3690° 0,6565° 15,922
Lactobacillus 6,1° 5,1° 0,3224° 0,5912° 29,51°
Streptococcus 5,72 4,72 0,3948? 0,76142 11,282
Média 5,9 49 0,3620 0,6697 18,90
Desvio Padrao 0,2 0,2 0,033 0,046 9,47

&b _Valores seguidos de letras distintas em uma mesma coluna diferem entre si para um nivel de
5% de significancia.

De acordo com os valores médios de pH e acidez para 6 e 24h, observados
na Tabela 5, as culturas de Streptococcus foram mais eficientes na acidificagao do
LDR, diferindo estatisticamente (p<0,05) em relacdo aos demais géneros. Os
resultados obtidos ndo apresentaram diferenga significativa (p<0,05) entre a

atividade acidificante dos Lactococcus e Lactobacillus.

Além disso, os resultados discutidos anteriormente mostraram que 40% dos
bons acidificantes (15) foram Streptococcus, os quais também foram encontrados
em quantidade relevante nos queijos de Coalho (Capitulos 2 e 3). Assim, estes
dados permitem indicar estas culturas como promissoras para compor um

121



fermento latico, como culturas iniciadoras.

A concentragdo média de tirosina apresentou diferenga significativa
(p<0,05) entre as culturas de Lactobacillus e os demais géneros avaliados.
Streptococcus e Lactococcus nao exibiram diferengas significativas (p<0,05) entre
si para a avaliagado da capacidade proteolitica. Esta propriedade tecnoldgica sera

util, principalmente, na selegao de microrganismos para um fermento secundario.

Os coeficientes de correlagdo (R?) determinados entre as propriedades de
acidificacao (pH 6 e 24h, acidez 6 e 24h) e capacidade proteolitica variaram de
0,00 a 0,01 para as culturas de Lactobacillus, 0,00 a 0,04 para Lactococcus e 0,05
a 0,15 para Streptococcus. Estes resultados demonstram fraca correlacéo entre as
propriedades avaliadas, corroborando os dados obtidos por Cogan e outros (1997)

e Durlu-Ozkaya e outros (2001).

3.1.4. Avaliacdo da capacidade de formagao de aroma

A capacidade de producdo de aroma foi avaliada através da producao de
diacetil e acetoina (acetil metil carbinol), para o0 mesmo numero de culturas laticas
para o qual foi estudada a atividade proteolitica. Dos 94 isolados avaliados, 64
foram produtores de aroma, representando 68,1% do total de microrganismos

analisados (Tabela 6).

Tabela 6 — Produgdo de aroma pelas culturas laticas dos géneros Lactococcus,

Lactobacillus e Streptococcus.

Género N° de Isolados Produtores de Aroma %

Lactococcus 25 20 80,0
Lactobacillus 42 31 73,8
Streptococcus 27 13 48,1
Total 94 64 68,1
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A intensidade da produgdo de aroma para as BAL dos géneros
Lactococcus, Lactobacillus e  Streptococcus, apresentada de forma

individualizada, apos a inoculagdo em LDR, pode ser visualizada na Figura 2.

Dos 25 Lactococcus avaliados, grande parte nao produziu aroma (44%) ou
foi fraco produtor (36%). Somente 4% dos microrganismos deste género
produziram aroma de forma intensa (Figura 2 a). Este resultado ndo concorda
com os resultados relatados por Alonso-Calleja e outros (2002), que verificaram
uma percentagem de 31% dos 45 Lactococcus isolados do queijo espanhol

Valdeteja, como fortes produtores de diacetil e acetoina.

Os Lactobacillus, por sua vez, apresentaram o maior numero de culturas
classificadas como produtoras de aroma de intensidade moderada (33,3%) e de

intensidade forte (9,5%), dentre os géneros estudados (Figura 2 b).

Nenhum dos 27 Streptococcus analisados produziu aroma intenso e em
mais da metade destas culturas (51,8%) foi detectada auséncia da caracteristica
de producdo de aroma (Figura 2 c). Este resultado aponta a necessidade do uso
de outro microrganismo, provavelmente do género Lactobacillus, para atuar como

cultura adjunta em um fermento para a produgéo do queijo de Coalho.

Os resultados obtidos neste trabalho diferem dos encontrados por Badis e
outros (2004) ao compararem a atividade aromatica produzida por Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus e outros microrganismos. Estes autores detectaram
uma cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis como a maior produtora de diacetil,

dentre as culturas avaliadas.

A producao de diacetil e a acetoina apresenta significante contribuicdo no
desenvolvimento de aroma e sabor de queijos pouco ou n&do curados (FOX et al.,
2000). Sua formacdo € realizada por BAL que metabolizam citrato, sendo
responsaveis pelo sabor e aroma tipicos de manteiga nos queijos (HASSAN;
FRANK, 2001).
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Figura 2 — Produgcdo de aroma pelas culturas de Lactococcus, Lactobacillus e

Streptococcus.
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Estes compostos podem participar da qualidade organoléptica de queijos
como o Manchego, Danbo (DELLAGLIO; DICKS; TORRIANI, 1995), Cottage,
Fromage, Quark (FOX et al., 2000), Miniago™, Petit Danimals™, Cammembert /
Brie (CHAMPAGNE et al., 2006), Cheddar, Gouda, Suico e queijos do tipo
Holandés (SMIT; SMIT; ENGELS, 2005).

3.1.5. Avaliacao de tolerancia da cultura ao NaCl

A toleréncia ao sal foi avaliada para as 94 culturas laticas dos géneros
Lactococcus, Lactobacillus e Streptococcus (Figura 3). As concentragdes de NaCl
escolhidas para esta avaliagdo foram baseadas na percentagem maxima de
cloretos (3,5%) obtida na caracterizagédo fisico-quimica do queijo de Coalho

artesanal produzido no Ceara (Capitulo 2).

Todos o0s 25 Lactococcus avaliados apresentaram tolerancia as
concentracdes de 3 e 4% de NaCl. As 42 culturas de Lactobacillus também
suportaram bem as percentagens de NaCl testadas; todos se desenvolveram em

3% de sal e 95,2% deles cresceram em APT com 4% de sal.
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Figura 3 — Toleréancia das culturas de Lactococcus, Lactobacillus e Streptococcus
a 3 e 4% de NaCl.
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Os Lactobacillus avaliados neste trabalho toleraram melhor o sal do que os
caracterizados por Quiberoni e outros (1998). Das 25 culturas de Lactobacillus
helveticus, 32% resistiram a 2% de NaCl, porém, somente 8% delas sobreviveram

a concentracao de 4%.

Os Streptococcus mostraram menor tolerancia as concentragdes de NaCl
citadas anteriormente, dentre os géneros estudados. Mesmo assim, 92,6% dos 27
isolados apresentaram crescimento em 3% de sal e 63% deles se desenvolveram

em 4%.

As culturas iniciadoras e adjuntas selecionadas para a produgédo do queijo
de Coalho a partir de leite pasteurizado devem estar adaptadas as condicdes
ambientais relacionadas com o processamento do queijo, portanto a tolerancia ao

sal € uma propriedade bastante importante.

3.1.6. Avaliagéo do potencial de patogenicidade das culturas de Entecoccus

A patogenicidade das culturas de Enterococcus foi avaliada pelos testes de
atividade de hemolisinas e de termonucleases e de produgao de gelatinase. Dos
64 Enterococcus avaliados, todos apresentaram resultado negativo para atividade
de termonucleases e producdo de gelatinase, mas 27 foram positivos para a
atividade de hemolisinas. Embora a B-hemolise seja apenas um fator de
aproximacédo do potencial de patogenicidade, 42,2% dos isolados deste género

foram considerados patogénicos (Tabela 7).

Dentre os isolados investigados, 37 apresentaram perfil ndo patogénico,
sendo identificados como Enterococcus faecium (25), Enterococcus faecalis (9) e
Enterococcus durans (2), além de um Streptococcus bovis. As espécies de

Enterococcus consideradas patogénicas nao foram identificadas.
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Tabela 7 — Potencial patogénico das culturas do género Enterococcus.

Enterococcus N° de Isolados %

Nao Patogénicos 37 57,8
Patogénicos 27 42,2
Total 64 100,0

Os resultados para patogenicidade concordam com os relatados por Giraffa
e outros (1995) e Miguel, Teixeira e Noleto (1995), citados por Giraffa, Carminati e
Neviani (1997). Giraffa e outros (1995) relataram atividade de termonucleases
negativa para os 75 enterococos isolados de alimentos, mas 10% deles exibiram a
producao de hemolisinas. Miguel, Teixeira e Noleto (1995) também encontraram
resultado negativo para a termonuclease de 18 Enterococcus avaliados, sendo

que somente um deles produziu B-hemdlise.

Enterococcus podem ser patdgenos oportunistas, causando infecgoes em
pacientes imunocomprometidos. A espécie E. faecalis € predominantemente
isolada entre os enterococos causadores de infecgbes em humanos, enquanto o

E. faecium esta associado com o restante destas infec¢gées (FRANZ et al., 2003).

Segundo Franz, Holzapfel e Stiles (1999), a preocupacédo para a saude
publica com a presenca de Enterococcus em alimentos esta relacionada ao seu
habitat entérico, seu uso como indicadores de seguranga alimentar e seu possivel
envolvimento em doengas transmitidas por alimentos. No entanto, por muito tempo
estes microrganismos foram considerados de baixa capacidade patogénica,
devido a falta de fatores potenciais de viruléncia quando comparados com

patdbgenos como Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

A presencga de Enterococcus em produtos lacteos tem sido considerada
como uma indicacdo de condicdes sanitarias insuficientes durante a producgao e
processamento do leite. Contudo, eles tém uma longa histéria de uso seguro em
alimentos (SARANTINOPOQULOQOS et al., 2001), sendo empregados como fermento
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latico em alguns queijos europeus, por conta da sua contribuicdo positiva no
desenvolvimento de sabor e aroma (FRANZ, HOLZAPFEL; STILES, 1999).

3.1.7. Avaliagdo de atividade antagonista e de produgdo de bacteriocinas ativas

contra Listeria spp.

Embora a L. monocytogenes apresente um grande risco a saude do
consumidor e sua veiculagédo esteja bastante relacionada com produtos lacteos,
este microrganismo nao foi detectado entre as 14 amostras de queijo de Coalho

artesanal avaliadas neste trabalho.

Este resultado difere dos de Branco e outros (2003) que encontraram L.
monocytogenes em 19% (16/ 84) de amostras de queijo de Coalho
industrializadas. Assim, uma possivel explicagcdo para auséncia de Listeria nas
amostras de queijo de Coalho artesanal analisadas pode ser a presenca de

culturas laticas selvagens produtoras de bacteriocinas.

O resultados de atividade antagonista e de producdo de bacteriocinas
contra Listeria spp., para as culturas dos géneros Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus e para os isolados nédo patogénicos do Enterococcus estéo

apresentados na Tabela 8.

As culturas de Lactococcus apresentaram maior variabilidade na produgao
de atividade antagonista contra as quatro cepas de Listeria spp. Dos 25 isolados
avaliados, percentagens similares inibiram L. innocua (24%) e L. monocytogenes
Scott A (20%). As cepas de L. monocytogenes C1 — 027 e C1 — 030 apresentaram
maior sensibilidade aos compostos produzidos pelos Lactococcus, sendo

impossibilitadas de crescer, respectivamente, por 36 e 44% destes isolados.
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Tabela 8 — Atividade antagonista e produgdo de bacteriocinas por BAL contra

Listeria spp.

Espécies de Listeria

BAL N° Isolados .

avaliados Li LmS Lm27 Lm30

(Aa/ Pb) (Aa/ Pb) (Aa/ Pb) (Aa/ Pb)

Lactococccus 25 6/1 5/1 9/1 11/1
Lactobacillus 42 13/3 13/3 13/3 13/3
Streptococcus 27 1/1 1/1 1/1 1/1
Enterococcus 37 8/8 8/8 8/8 8/8
Total 131 28/13 27113 31/13 33/13

Aa / Pb — Atividade antagonista / Produgéo de bacteriocinas;
Li — L. innocua ATCC 33090, LmS — L. monocytogenes Scott A,
Lm27 — L. monocytogenes C1 — 027, Lm30 — L. monocytogenes C1 — 030.

Como apenas uma cultura de Lactococcus foi produtora de bacteriocina ou
de composto similar, a propriedade antimicrobiana desenvolvida pelos outros
isolados deste género pode ter sido devido a producdo de acido ou de outros
compostos antagbnicos. Esta cultura foi identificada como Lactococcus lactis
subsp lactis (Capitulo 2 e 3).

Das 42 culturas de Lactobacillus avaliadas, 31% impediram o
desenvolvimento das cepas de Listeria spp. envolvidas neste trabalho. Desta
atividade antagonista, 23% ocorreu pela produgao de bacteriocinas (Tabela 8). O
restante do antagonismo provavelmente ndo ocorreu pela redugao de pH, pois os
Lactobacillus foram os microrganismos menos acidificantes neste trabalho. Dos
Lactobacillus produtores de bacteriocinas um foi identificado como Lactobacillus

brevis e dois como Lactobacillus crispatus (Capitulo 2 e 3).

As culturas de Enterococcus foram as que apresentaram maior poder de
inibicdo contra as espécies de Listeria spp. Dentre os 37 Enterococcus
considerados n&o patogénicos, 21,6% (sete Enterococcus faecium e um

Enterococcus faecalis) impediram o crescimento das cepas de Listeria spp. Esta
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acao inibitoria foi desencadeada por bacteriocinas, porque 0s mesmos isolados
que apresentaram atividade antagonista, também foram produtores de

bacteriocinas ou metabdlitos similares (Tabela 8).

Estes resultados corroboram os encontrados por Tarelli, Carminati e Giraffa
(1994), os quais observaram que 21 dentre 116 Enterococcus, isolados de
produtos lacteos, desempenharam atividade antagonista contra L innocua e L.

monocytogenes, através da producéo de bacteriocinas.

Somente uma cultura de Streptococcus thermophilus (3,7%) apresentou
efeito antimicrobiano contra as cepas de Listeria spp. Da mesma forma que os
Enterococcus, a inibicdo do Streptococcus contra as cepas de Listeria spp.

ocorreu pela produgao de bacteriocinas (Tabela 8).

As zonas de inibicdo formadas pelo efeito antagonista das bacteriocinas
produzidas pelas culturas laticas testadas sobre as quatro cepas de Listeria spp.
variaram de 2 a 7mm. O tamanho do halo de inibicdo representa o poder
antimicrobiano do composto formado por uma cultura, sobre aquele determinado
microrganismo. A unica cultura de Lactococcus produtora de bacteriocina formou
halo de 2mm contra as cepas de Listeria spp., evidenciando a baixa capacidade

bacteriocinogénica deste género.

A maior parte dos Lactobacillus produziu halos de 2 a 3mm, porém o
Lactobacillus brevis desenvolveu um halo maior (4mm) contra L. innocua. Este
resultado foi diferente do encontrado por Hechard e outros (1990), que
observaram zonas de inibicdo de até 10mm, promovidas por Lactobacillus

produtores de bacteriocinas contra a L. monocytogenes.

O Streptococcus thermophilus e os Enterococcus apresentaram halos de 4
a 7 mm, mas nestes casos, os halos maiores foram formados contra as cepas de
L. monocytogenes C1 — 027 e C1 — 030, as quais foram isoladas do queijo de

Coalho artesanal. Este fato demostrou que estes microrganismos podem auxiliar
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na biopreservagao do queijo de Coalho.

Outros trabalhos reportados na literatura apresentaram o efeito antagonista
desenvolvido por culturas laticas sobre cepas de L. monocytogenes. Nascimento
(2007) detectou forte acdo inibitéria de trés culturas bacteriocinogénicas,
Lactobacillus plantarum ALC 01, Enterococcus faecium FAIR-E 198 e Lactococcus

lactis subsp. lactis ATCC 11454 sobre a L. monocytogenes Scott A.

Carrasco, Scarinci e Simonetta (2002) encontraram nove culturas que
exibiram propriedades antimicrobianas contra bactérias Gram positivas, como a L.
monocytogenes, e também contra algumas Gram negativas, dentre 27 BAL
isoladas de queijos artesanais e de outros produtos lacteos comercializados na

Argentina.

Para Herreros e outros (2005), dentre as culturas de Lactococcus,
Lactobacillus e Leuconostoc avaliadas, a cepa Lactobacillus plantarum TAUL 1539
mostrou o maior efeito antagonista contra varios microrganismos indicadores,

contudo nao foram ativos contra L. monocytogenes.

Os resultados das propriedades tecnoldgicas de tolerancia ao NaCl,
producao de aroma e bacteriocinas e da identificacao de espécie referente a cada
cultura avaliada, podem ser verificados nas Tabelas B.1, B.2, e B.3 do Apéndice
B. Os resultados de producdo de bacteriocinas e identificacdo das culturas de

Enterococcus podem ser observados na Tabelas C.1 do Apéndice C.

4. Conclusoes

As propriedades tecnoldgicas avaliadas neste trabalho caracterizaram as
culturas laticas testadas, como pouco acidificantes e pouco proteoliticas, com
capacidade fraca a moderada de produzir aroma, alta tolerancia ao sal e capazes

de produzir compostos antimicrobianos contra Listeria spp. Estas caracteristicas
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podem ser utilizadas para indicar culturas com potencial para compor fermentos

laticos destinados a elaboragéo do queijo de Coalho a partir de leite pasteurizado.

Dentre as propriedades avaliadas, a capacidade de acidificacado foi a que
mais contribuiu na sele¢cao de culturas apropriadas para o fermento latico, sendo
seguida pela capacidade proteolitica e de produgdo de aroma. A capacidade de
tolerancia ao sal demonstrou ser a caracteristica menos seletiva, uma vez que os
isolados avaliados praticamente n&o mostraram diferencas quanto a esta

propriedade.

Um fermento latico eficiente para a producdo de queijos necessita,
primeiramente, conter uma cultura iniciadora, ou seja, um microrganismo com boa
capacidade de produzir acido, pois o0 processo em si se beneficia desta
caracteristica. De acordo com os resultados obtidos, as culturas de Streptococcus

thermophilus sao as mais indicadas para assumirem o papel de iniciadoras.

Culturas para complementar o fermento destinado a produgao de queijo de
Coalho devem ser pouco acidificantes, apresentar de baixa a moderada
capacidade proteolitica e produzir aroma. Alguns isolados do género Lactobacillus,
como Lactobacillus paracasei subsp. paracasei € Lactobacillus brevis atenderam a

estes requisitos.

A atividade antimicrobiana das bacteriocinas produzidas pelas culturas
laticas avaliadas contra as cepas de Listeria spp. podem atuar como uma barreira
no desenvolvimento destes microrganismos, atuando como conservantes

bioldgicos no queijo de Coalho.

Considerando que as culturas de Enterococcus faecium apresentaram a
maior producdo de bacteriocinas ativas contra as cepas de Listeria
monocytogenes, elas mostram grande potencial para serem usadas como
bioprotetoras, com intuito de aumentar a seguranga contra possiveis

contaminagdes deste patégeno, durante a producao de queijo de Coalho.
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Os enterococos fazem parte da microbiota natural do queijo de Coalho e
devem ter contribuicdo significativa nas caracteristicas do mesmo. No entanto,
para que estas culturas sejam adicionadas a um fermento latico é necessaria a
caracterizagdo de suas propriedades tecnoldgicas, como acidificagédo, atividade
proteolitica e capacidade de produzir aroma e aprofundamento nos estudos a

respeito de sua patogenicidade.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Conclusoes Gerais

Um extenso trabalho de pesquisa foi desenvolvido com o objetivo de avaliar
a microbiota latica do queijo de Coalho artesanal, produzido no Ceara, e suas
caracteristicas tecnoldgicas, visando selecionar culturas laticas a serem utilizadas
na produgédo do queijo a partir de leite pasteurizado, com intuito de preservar as

caracteristicas originais do produto tradicional, elaborado com leite cru.

Este trabalho, descrito nos capitulos anteriores, envolveu a caracterizagcao
fisico-quimica e da microbiota latica de queijos de Coalho artesanais produzidos no
Ceara; o estudo da evolucdo das bactérias acido laticas (BAL) durante o
processamento do queijo; e a determinacdo de propriedades tecnoldgicas das
culturas laticas isoladas a partir deles. As principais conclusdes constatadas durante

esta pesquisa sdo descritas a seguir.

Os resultados fisico-quimicos caracterizaram as 12 amostras de queijo de
Coalho artesanal avaliadas como de médio conteudo de umidade e de sal e
atividade de agua e pH elevados. A microbiota latica destas amostras foi
composta, predominantemente, de Enterococcus, Streptococcus e lactobacilos

termofilicos.

O estudo da evolugdo das BAL em amostras de leite cru (LC), massa de
queijo (MQ) e do queijo de Coalho (QC), coletadas em duas unidades produtoras de
Jaguaribe, CE, mostrou a predominancia de Lactococcus e lactobacilos mesofilicos
nas amostras LC e de microrganismos termofilicos nas amostras QC. Esta
mudanga na composigao da microbiota latica indica que durante o processamento
do queijo de Coalho artesanal ocorreu uma selecdo de bactérias resistentes a

temperaturas elevadas, devido a etapa de cozimento da massa.
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A presenca crescente de Enterococcus nas amostras LC, MQ e QC indicou
a transferéncia e multiplicagdo destes microrganismos da matéria-prima para o
produto final. Boas praticas de fabricagdo devem ser efetuadas durante a
elaboragdo do queijo, desde a obtengdo do leite, para assegurar a qualidade
sanitaria do produto final. No entanto, os resultados encontrados neste trabalho
mostraram que os enterococos fazem parte da microbiota natural deste queijo e

podem contribuir para as caracteristicas do mesmo.

As propriedades tecnoldgicas avaliadas neste trabalho caracterizaram as
culturas laticas testadas como pouco acidificantes e pouco proteoliticas, com
capacidade fraca a moderada de produzir aroma, alta tolerancia ao sal e capazes

de produzir compostos antimicrobianos contra Listeria spp.

Tais propriedades permitem classificar algumas das culturas isoladas e
analisadas neste trabalho como promissoras para a composi¢gao de fermentos

laticos destinados a producgao de queijo de Coalho a partir de leite pasteurizado.

Sugestoes para trabalhos futuros

Este trabalho produziu conhecimentos originais sobre a microbiota latica do
queijo de Coalho artesanal produzido no Ceara e de suas propriedades
tecnoldgicas. No entanto, os temas aqui abordados podem ter sequéncia e serem
aprofundados em trabalhos futuros. Com o objetivo de contribuir para a

continuidade das pesquisas sao sugeridos a seguir:

+ formulacdo de fermentos lacteos a partir das culturas estudadas neste
trabalho, a fim de serem testados no processamento em escala
experimental, do queijo de Coalho com leite pasteurizado. As
caracteristicas sensoriais deste queijo devem ser avaliadas e comparadas

as do queijo artesanal tradicional;
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caracterizagdo genética das BAL isoladas do queijo de Coalho artesanal
para determinar o numero de cepas distintas entre as espécies

identificadas;

isolamento e caracterizagdo de bacteriéfagos (virus que se replicam dentro
de células bacterianas) de queijos de Coalho produzidos no Ceara para
posterior verificacdo de resisténcia das culturas laticas examinadas neste

trabalho a estes fagos;

verificacdo da real contribuicdo das culturas do género Enterococcus nas
caracteristicas do queijo de Coalho, avaliando as propriedades tecnologicas

de acidificagao, atividade proteolitica e capacidade de produzir aroma;

aprofundamento de estudos a respeito da patogenicidade das cepas de
Enterococcus isoladas do queijo de Coalho, com deteccdo de genes
envolvidos na expressao de fatores de viruléncia, avaliacido da producéo de

aminas biogénicas e da resisténcia a antibioticos.

caracterizagdo das bacteriocinas ativas contra a L. monocytogenes,
produzidas pelas culturas laticas avaliadas neste trabalho, quanto ao seu
espectro de atividade contra outros microrganismos deteriorantes e
patogénicos, e quanto a sua sensibilidade a enzimas, diferentes pH e

temperaturas elevadas.
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RESULTADOS DA CAPACIDADE DE PRODUGAO DE ACIDO E PROTEOLITICA

(a) Lactococcus

APENDICE A

N° de Isolados

(b) Lactobacillus

N° de Isolados

(c) Streptococcus

N° de Isolados

|
18 M24h
6h
10 L
7 7
\ \ \
[40-45) [45-50) [50-55) [55-60) [60-65]
Faixa de pH
79 B 24n
[16h
37
E— . _EEEu K
[40-45) [45-50) [50-55) [55-60) [60-65) [65-7,0]
Faixa de pH
2
20
- 16 E24h
[] 6h
N “
[40-45) [45-50) [50-55) [55-60) [60-65]
Faixa de pH

Figura A 1 — Capacidade de acidificacdo de BAL isoladas de amostras de leite,
massa do queijo e queijo de Coalho artesanal, apos 6 e 24 h.
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Tabela A.1 — Valores médios de pH e acidez titulavel (apds a incubagao de 6 e 24

h a 30°C) e concentragao de tirosina para as culturas de Lactococcus.

Cultura Amostra pH 6h pH 24h Acidez 6h Acidez 24h Protedlise? (TC)

134 QC1 6,1 4,6 0,2966 0,7265 6,68 (16)
378 QC7 6,3 54 0,2659 0,2851 27,52 (16)
414 QC9 5,6 4,4 0,4434 0,9826 4,45 (16)
453 QC8 6,1 52 0,3096 0,5376 10,14 (24)
456 QC8 6,2 53 0,2820 0,4926 28,76 (24)
457 QCs8 6,0 53 0,3049 0,5226 9,51 (24)
466 QCs8 6,2 52 0,3194 0,5946 4,93 (24)
468 QC8 6,3 5,7 0,3043 0,4511 39,45 (16)
613 L1 5,3 4,3 0,5213 1,0502 21,16 (16)
626 L1 5,7 4,8 0,3887 0,7943 3,13 (16)
633 L1 58 4,8 0,3530 0,7149 < LD (16)
635 L1 59 4,8 0,3438 0,7265 3,10 (16)
639 L1 58 4,8 0,3511 0,7202 12,32 (16)
674 L2 6,1 55 0,3276 0,4388 17,27 (24)
688 L2 6,1 54 0,3256 0,4823 13,81 (16)
698 MQ2 6,1 54 0,3109 0,4853 7,65 (48)
699 L1 6,1 54 0,3213 0,4591 5,10 (24)
718 L1 6,2 5,1 0,3180 0,5976 23,37 (16)
960 L1 5,4 4,3 0,5641 1,0399 22,03 (16)
962 L2 5,6 4,3 0,5059 1,0243 31,27 (16)
963 L2 5,7 4,4 0,4402 0,9994 23,86 (16)
969 L2 6,1 54 0,3373 0,4594 13,77 (24)
1033  QC13 5,0 4,4 0,6736 0,8435 24,71 (16)
1083 QC14 6,2 53 0,3437 0,5120 6,49 (48)
1113 QC15 6,3 54 0,2726 0,4720 21,68 (24)

L — Leite cru; QC — Queijo de Coalho; MQ — Massa do Queijo; TC — Tempo de crescimento em

horas.
— Expressa em pg de tirosina por ml por tempo de crescimento.
LD — Limite de detecgdo do método de Hull (1,4 ug de tirosina por ml).
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Tabela A.2 — Valores médios de pH e acidez titulavel (apds a incubagéo de 6 e 24

h a 30°C) e concentracao de tirosina para as culturas de Lactobacillus.

Cultura Amostra pH 6h pH 24h Acidez 6h Acidez 24h Protedlise?® (TC)

176
270
275
373
455
460
461
470
472
483
485
605
620
661
682
700
780
781
787
832
1018
1020
1022
1024
1042
1086
1101
1119
1120
1122
1123
1126
1127
1131
1132
1133
1134

QC4
QC4
QC4
QC7
QC8
QCs8
QC8
QCs8
QC9
QC9
QC9
QC10
L1
MQ1
L2
L2
L1
L1
L1
QC10
QC13
QC13
QC13
QC13
QC13
QC14
QC13
QC13
QC13
QC13
QC13
QC13
QC13
QC13
QC13
QC13
QC13

6,5
6,2
6,1
6,1
6,0
6,2
6,1
6,3
6,2
6,2
6,3
6,1
6,3
6,3
6,1
6,1
5,6
54
6,1
57
6,0
6,0
6,1
6,1
6,1
6,2
6,1
6,1
6,2
6,2
6,1
6,2
6,2
6,2
6,2
52
6,2

53
4,8
5,0
54
54
4,8
52
5,5
57
5,2
54
4,8
5,3
5,1
54
5,4
4,6
4,5
6,0
4,7
4.8
4,8
4,7
4,9
4,8
5,6
5,4
4,8
53
53
52
5,0
5,1
5,2
52
4,3
5,3

0,3489
0,2922
0,3432
0,3065
0,3185
0,3013
0,3138
0,3180
0,3120
0,3249
0,2630
0,3035
0,2689
0,2659
0,3558
0,3197
0,4045
0,4455
0,3025
0,4123
0,3083
0,3067
0,3171
0,3224
0,2969
0,2916
0,3041
0,3549
0,2886
0,2947
0,3085
0,3230
0,3080
0,3123
0,3113
0,5034
0,3316

0,6165
0,7172
0,6602
0,4297
0,4718
0,9157
0,5620
0,6099
0,4015
0,3110
0,2893
0,6781
0,4798
0,5538
0,4780
0,4506
0,8254
0,8576
0,4345
0,7500
0,7278
0,7544
0,7632
0,6802
0,6922
0,4033
0,5125
0,7351
0,5046
0,4920
0,5567
0,6267
0,5997
0,5628
0,5275
0,9731
0,4944

8,37 (16)
11,66 (16)
23,34 (24)
13,89 (48)
12,84 (48)
5,97 (16)

8,35 (24)

68,53 (16)
44,33 (48)
13,46 (24)
9,42 (24)

11,30 (16)
54,58 (24)
9,60 (16)

36,81 (24)
18,23 (24)
16,24 (16)
13,81 (16)
6,19 (24)

79,47 (24)
8,91 (48)

10,22 (48)
75,78 (16)
36,92 (48)
2,72 (16)

14,97 (48)
68,78 (24)
12,94 (16)
12,21 (16)
17,08 (48)
34,17 (16)
34,25 (48)
79,55 (16)
46,24 (24)
78,88 (16)
13,26 (24)
39,06 (24)
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Tabela A.2 — Valores médios de pH e acidez titulavel (apds a incubagéo de 6 e 24
h a 30°C) e concentragdo de tirosina para as culturas de

Lactobacillus. (Continuagao).

Cultura Amostra pH 6h pH 24h Acidez 6h Acidez 24h Protedlise(TC)

1135 QC13 6,2 53 0,3144 0,4819 38,46 (24)
1137 QC13 6,2 53 0,3130 0,4830 32,28 (24)
1179 QC14 6,1 49 0,3174 0,6810 44,31 (24)
1185 QC14 6,2 53 0,3010 0,4736 60,69 (48)
1191 QC14 6,2 51 0,2892 0,6125 11,37 (16)
L — Leite cru; QC — Queijo de Coalho; MQ — Massa do Queijo; TC — Tempo de crescimento em
horas.

@ — Expressa em Jg de tirosina por ml por tempo de crescimento.
LD — Limite de detecgdo do método de Hill (1,4 ug de tirosina por ml).
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Tabela A.3 — Valores médios de pH e acidez titulavel (apds a incubagdo de 6 e

24h a 30°C) e concentragdo de tirosina para as culturas de

Streptococcus.

Cultura Amostra pH 6h pH 24h Acidez 6h Acidez 24h Protedlise® (TC)

34 QC2 5,9 4,7 0,3772 0,8163 12,94 (16)
50 QC2 53 4,5 0,4637 0,8491 12,02 (16)
54 QC2 54 4,5 0,4591 0,8540 10,81 (16)
65 QC3 5,8 4,6 0,3476 0,3639 9,41(16)
217 QC6 6,1 4,7 0,3371 0,7942 11,22 (16)
218 QC6 6,2 44 0,2924 0,9385 10,79 (16)
226 QC6 53 44 0,4803 0,8629 12,83 (16)
227 QC6 53 4,5 0,4773 0,9233 12,56 (16)
295 QC6 52 4,5 0,5618 0,9028 11,94 (16)
628 L1 5,7 4,7 0,3711 0,7784 14,95 (16)
7 MQ2 5,8 5,1 0,3186 0,5586 6,61 (16)
776 L1 5,6 4,7 0,3800 0,7348 13,79 (16)
7 L1 57 4,6 0,3893 0,8932 8,45 (16)
785 L1 58 4,7 0,3593 0,7806 14,87 (16)
786 L1 5,6 4,6 0,4147 0,8281 14,21 (16)
798 MQ1 5,6 4,5 0,3901 0,8347 14,10 (16)
799 MQ1 5,7 4,5 0,3912 0,8581 14,67 (16)
801 MQ1 5,6 50 0,4025 0,6502 <LD (16)
802 MQ1 53 4,5 0,4961 0,7624 17,56 (16)
805 MQ1 58 4,6 0,3727 0,8039 15,45 (16)
813 MQ1 6,0 54 0,3359 0,4759 6,20 (16)
831 QC10 6,0 5,2 0,3493 0,5319 < LD (16)
839 QC10 55 4,6 0,4578 0,8008 1,76 (16)
878 QC10 6,3 55 0,3101 0,4858 11,3(16)
895 MQ2 5,8 4,6 0,3898 0,8223 6,17 (16)
1065 QC14 6,2 4,6 0,2970 0,8493 2,49 (16)
1147  QC12 56 4,7 0,4370 0,8043 14,85 (16)

L — Leite cru; QC — Queijo de Coalho; MQ — Massa do Queijo; TC — Tempo de crescimento em

horas.

@ — Expressa em pg de tirosina por ml por tempo de crescimento.
LD — Limite de detec¢do do método de Hull (1,4 ug de tirosina por ml).

149



APENDICE B

RESULTADOS DE TOLERANCIA AO NaCl, PRODUGAO DE AROMA E
BACTERIOCINAS E DE IDENTIFICAGAO DAS CULTURAS LATICAS

Tabela B.1 — Tolerancia a 3 e 4% de NaCl, produ¢cado de aroma e de bacteriocinas

e identificagao das espécies das culturas de Lactococcus.

Cultura Amostra 3% NaCl 4% NaCl Aroma® Bacteriocinas Espécie
134 QC1 + + - - Lc. lactis subsp. lactis
378 QC7 + + - - Lc. lactis subsp. lactis
414 QC9 + + - - Lc. lactis subsp. lactis
453 QC8 + + + - Lc. lactis subsp. lactis
456 QC8 + + - - Lc. lactis subsp. lactis
457 QC8 + + - - Lc. lactis subsp. lactis
466 QC8 + + ++ - Lc. lactis subsp. lactis
468 QC8 + + ++ - Lc. lactis subsp. lactis
613 L1 + + + - Lc. lactis subsp. lactis
626 L1 + + + - Lc. lactis subsp. lactis
633 L1 + + + - Lc. lactis subsp. lactis
635 L1 + + + - Lc. lactis subsp. lactis
639 L1 + + + - Lc. lactis subsp. lactis
674 L2 + + - - Lc. raffinolactis
688 L2 + + + - Lc. lactis subsp. lactis
698 MQ2 + + +++ - Lc. lactis subsp. lactis
699 L1 + + ++ - Lc. raffinolactis
718 L1 + + + - Lc. lactis subsp. lactis
960 L1 + + ++ - Lc. lactis subsp. lactis
962 L2 + + - - Lc. lactis subsp. lactis
963 L2 + + - - Lc. lactis subsp. lactis
969 L2 + + + - Lc. lactis subsp. lactis
1033 QC13 + + - - Lc. lactis subsp. lactis
1083 QC14 + + - - Lc. lactis subsp. lactis
1113 QC15 + + - + Lc. lactis subsp. lactis

@ — Produgéo de diacetil e acetoina: (-) auséncia, (+) fraca, (++) moderada, (+++) forte.
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Tabela B.2 — Tolerancia a 3 e 4% de NaCl, produ¢cado de aroma e de bacteriocinas

e identificagao das espécies das culturas de Lactobacillus.

Cultura Amostra 3% NaCl 4% NaCl Aroma® Bacteriocinas Espécie
176 QcC4 + + - - Lb. brevis
270 QC4 + + ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
275 QC4 + + ++ - Lb. plantarum
373 QC7 + + +++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
455 QC8 + + ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
460 QC8 + + - - Lb. paracasei subsp. paracasei
461 QC8 + + + - Lb. brevis
470 QC8 + + - - Lb. plantarum
472 QC9 + + ++ + Lb. brevis
483 QC9 + + + - Lb. paracasei subsp. paracasei
485 QC9 + + ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
605 QC10 + - - - Lb.crispatus
620 L1 + + - - Lb. paracasei subsp. paracasei
661 MQ1 + + - - Lb. brevis
682 L2 + + + - Lb. plantarum
700 L2 + + - - Lb. plantarum
780 L1 + + ++ + Lb.crispatus
781 L1 + + + + Lb.crispatus
787 L1 + + ++ - Lb. plantarum
832 QcC10 + + - - Lb. plantarum
1018 QC13 + + ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
1020 QC13 + + ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
1022 QC13 + + + - Lb. paracasei subsp. paracasei
1024 QC13 + + + - Lb. paracasei subsp. paracasei
1042 QC13 + + +++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
1086 QC14 + + +++ - Lb. brevis
1101 QC13 + + - - Lb. paracasei subsp. paracasei
1119 QC13 + + + - Lb. plantarum
1120 QC13 + + + - Lb. paracasei subsp. paracasei
1122 QC13 + + + - Lb. paracasei subsp. paracasei
1123 QC13 + + + - Lb. paracasei subsp. paracasei
1126 QC13 + + ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
1127 QC13 + + - - Lb. paracasei subsp. paracasei
1131 QC13 + + ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
1132 QC13 + + +++ - Lb. plantarum
1133 QC13 + + - - Lb. paracasei subsp. paracasei
1134 QC13 + + + - Lb. paracasei subsp. paracasej
1135 QC13 + + ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
1137 QC13 + - ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
1179 QcC14 + + ++ - Lb. paracasei subsp. paracasei
1185 QC14 + - - Lb. paracasei subsp. paracasei
1191 QC14 + + + - Lb. paracasei subsp. paracasei

@ — Produgéo de diacetil e acetoina: (-) auséncia, (+) fraca, (++) moderada, (+++) forte.
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Tabela B.3 — Tolerancia a 3 e 4% de NaCl, produ¢cado de aroma e de bacteriocinas

e identificagao das espécies das culturas de Streptococcus.

Cultura Amostra 3% NaCl 4% NaCl Aroma® Bacteriocinas Espécie

34 QcC2 + - + - Str. thermophilus

50 QC2 + + + - Str. thermophilus

54 QC2 + - + - Str. thermophilus
65 QC3 + - - - Str. thermophilus
217 QC6 + - - - Str. thermophilus
218 QC6 + + - - Str. thermophilus
226 QC6 + - - Str. thermophilus
227 QC6 + + - - Str. thermophilus
295 QC6 + + - - Str. thermophilus
628 L1 + + + - Str. thermophilus
717 MQ2 + + + - Str. thermophilus
776 L1 + - - - Str. thermophilus
777 L1 + + + - Str. thermophilus
785 L1 + + - - Str. thermophilus
786 L1 + + + - Str. thermophilus
798 MQ1 + + - - Str. thermophilus
799 MQ1 + + + - Str. thermophilus
801 MQ1 + - - + Str. thermaophilus
802 MQ1 + - + - Str. thermophilus
805 MQ1 + - - Str. thermophilus
813 MQ1 + + ++ - Str. thermophilus
831 QC10 + + + - Str. thermophilus
839 QC10 + - - - Str. thermophilus
878 Qc10 + + ++ - Str. thermophilus
895 MQ2 - - ++ - Str. thermophilus
1065 QC14 + + - - Str. thermophilus
1147 QC12 + + - - Str. thermaophilus

@ — Producao de diacetil e acetoina: (-) auséncia, (+) fraca, (++) moderada, (+++) forte.
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APENDICE C

RESULTADOS DE PRODUCAO DE BACTERIOCINAS E DE IDENTIFICAGAO
DAS CULTURAS LATICAS DO GENERO Enterococcus

Tabela C.1 — Producgao de bacteriocinas e identificacdo das espécies das culturas

de Enterococcus.

N° Isolados Amostra Cultura Espécie Bacteriocinas
1 QC3 82Ec Streptococcus bovis |l -
2 QC1 138Ec  Enterococcus faecium -
3 QcC4 168Ec  Enterococcus faecalis +
4 QCe6 308Ec  Enterococcus faecium -
5 QCo6 320Ec  Enterococcus faecium -
6 QC7 350Ec  Enterococcus faecalis -
7 QC7 354Ec  Enterococcus faecalis -
8 QCs8 393Ec  Enterococcus faecalis -
9 QC9 419Ec  Enterococcus faecium +
10 QC9 422Ec  Enterococcus faecalis -
11 QC9 424Ec  Enterococcus faecium -
12 QC9 427Ec  Enterococcus durans -
13 QC8 462Ec  Enterococcus faecium +
14 QC9 492Ec  Enterococcus faecium -
15 QC9 514Ec  Enterococcus faecium -
16 QC9 515Ec  Enterococcus faecium -
17 QC9 529Ec  Enterococcus faecium -
18 QC7 B547Ec  Enterococcus faecium -
19 QcC7 551Ec  Enterococcus faecium -

20 QC10 573Ec  Enterococcus faecalis -
21 QC10 574Ec  Enterococcus faecium -
22 MQ1 645Ec  Enterococcus faecalis -
23 QC1M1 755Ec  Enterococcus faecium -
24 QC11 756Ec  Enterococcus faecium -
25 QC10 858Ec  Enterococcus durans -
26 MQ2 910Ec  Enterococcus faecium +
27 QC11 940Ec  Enterococcus faecium +

153



Tabela C.1 — Producéo de bacteriocinas e identificacdo das espécies das culturas

de Enterococcus. (Continuagao)

N° Isolados Amostra Cultura Espécie Bacteriocinas
28 QC11 946Ec  Enterococcus faecium +
29 QC1 951Ec  Enterococcus faecium +
30 QC11 953Ec  Enterococcus faecium +
31 QC12 1011Ec  Enterococcus faecalis -
32 QC13 1039Ec  Enterococcus faecium -
33 QC14 1071Ec  Enterococcus faecium -
34 QC12 1160Ec  Enterococcus faecalis -
35 QC12 1163Ec  Enterococcus faecium -
36 QC14 1181Ec  Enterococcus faecium -
37 QC14 1196Ec  Enterococcus faecium -
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