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Efeito do tratamento térmico e adicdo do Lactobacillus acidophilus no processamento
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Effect heat treatment and addition Lactobacillus acidophilus on the processing brie cheese
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Resumo

O queijo tipo brie é um produto com boa aceitacdo no Brasil, a estimativa € que esta classe de queijo represente cerca
de 3% da produgdo mundial de queijos. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver queijos tipo brie com
leite cru e pasteurizado adicionados de cultura probidtica, constituida de Lactobacillus acidophilus, cultura inicial
Lactococcus lactis, cultura secundéria Penicillium candidum, bem como avaliar o efeito do tratamento térmico e da
adic8o da cultura probidtica nas caracteristicas fisico-quimicas e perfil eletroforético apds trinta dias de maturacéo, a
10 °C. Os queijos tipo brie foram processados em batelada, sendo processados cinco formulagdes. Foram realizadas
caracterizacdes fisico-quimicas e perfil eletroforético bem como a viabilidade da cultura probiética do L. acidophilus
apoOs a maturacdo. As amostras com tratamento térmico apresentaram caracteristicas diferentes das obtidas com leite
cru, refletindo na composicdo fisico-quimica dos queijos. A mobilidade eletroforética relativa, posicdo das bandas
protéicas, e seus respectivos pesos moleculares em maior abundancia nos queijos foram identificadas como: o Si-
caseina (23,61 kDa), o Sp-caseina (25,23 kDa), B-caseina (23,98 kDa), k-caseina (19,02 kDa) e a- lactoalbumina (14,2
kDa). Em todos os queijos obtidos o microrganismo Lactobacillus acidophilus apresentaram viabilidade do
microrganismo acima do minimo recomendado, na ordem de 107 UFC/g. O que mostra que o queijo tipo brie é uma
boa matriz para o probiético analisado.

Palavras-chave: Queijos com mofo branco; Probidtico; Leite cru; Leite pasteurizado.

Abstract

Brie cheese is a product with good acceptance in Brazil, the estimate is that this class of cheese represents about 3%
of the world cheese production. This work aimed to develop brie cheeses with raw and pasteurized milk added with
probiotic culture, consisting of Lactobacillus acidophilus, initial culture Lactococcus lactis, secondary culture
Penicillium candidum, as well as to evaluate the effect of heat treatment and the addition of probiotic culture in
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physical-chemical characteristics and electrophoretic profile after thirty days of maturation, at 10 °C. Brie cheeses
were processed in batches, with five formulations being processed. Physical-chemical characterizations and
electrophoretic profile were carried out, as well as the viability of the probiotic culture of L. acidophilus after
maturation. The samples with heat treatment showed different characteristics from those obtained with raw milk,
reflecting in the physical-chemical composition of the cheeses. The relative electrophoretic mobility, position of the
protein bands, and their respective molecular weights in greater abundance in the cheeses were identified as: a S1-
casein (23.61 kDa), o S2-casein (25.23 kDa), B-casein (23.98 kDa), k-casein (19.02 kDa) and a-lactalbumin (14.2
kDa). In all cheeses obtained, the microorganism Lactobacillus acidophilus showed viability of the microorganism
above the recommended minimum, in the order of 107 CFU / g. Which shows that brie cheese is a good matrix for the
probiotic analyzed.

Keywords: Cheese with white mold; Probiotic; Raw milk; Pasteurized milk.

Resumen

El queso brie es un producto con buena aceptacion en Brasil, la estimacién es que esta clase de queso representa
alrededor del 3% de la produccion mundial de queso. Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar quesos brie con
leche cruda y pasteurizada adicionada con cultivo probidtico, consistente en Lactobacillus acidophilus, cultivo inicial
Lactococcus lactis, cultivo secundario Penicillium candidum, asi como evaluar el efecto del tratamiento térmico y la
adicion de cultivo probidtico en caracteristicas fisico-quimicas y perfil electroforético a los treinta dias de
maduracion, a 10 °C. Los quesos brie se procesaron en lotes y se procesaron cinco formulaciones. Se realizaron
caracterizaciones fisico-quimicas y perfil electroforético, asi como la viabilidad del cultivo probi6tico de L.
acidophilus después de la maduracion. Las muestras con tratamiento térmico presentaron caracteristicas diferentes a
las obtenidas con leche cruda, reflejandose en la composicion fisico-quimica de los quesos. La movilidad
electroforética relativa, la posicién de las bandas proteicas y sus respectivos pesos moleculares en mayor abundancia
en los quesos se identificaron como: a S1-caseina (23,61 kDa), o S2-caseina (25,23 kDa), B-caseina (23,98 kDa), k-
caseina (19,02 kDa) y a-lactoalbimina (14,2 kDa). En todos los quesos obtenidos, el microorganismo Lactobacillus
acidophilus mostré viabilidad del microorganismo por encima del minimo recomendado, del orden de 107 UFC / g.
Lo que demuestra que el queso brie es una buena matriz para el probiético analizado.

Palabras clave: Queso con moho blanco; Probiético; Leche cruda; Leche pasteurizada.

1. Introducéo

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

O queijo tipo brie é um produto com boa aceitacéo e sua produ¢do no Brasil ocorre com 0 mesmo protocolo utilizado
para o queijo tipo Camembert, sendo diferenciado apenas por seu tamanho. O queijo tipo brie nacional, possui em média 20
cm de didmetro, matura num Unico corpo e é fracionado apds completar o ciclo de maturagdo. Este queijo caracteriza-se por
sua massa macia e quebradiga e é maturado por bactérias laticas e pelo fungo Penicillum candidum, fungo que confere sabor
caracteristico ao queijo, além de formar uma casca branca aveludada ao redor do mesmo. A estimativa é que esta classe de
queijo represente cerca de 3% da producdo mundial de queijos (Pereira, 2014; Spinnler, 2017; Pereira et al., 2020).

A qualidade de um produto estd associada a qualidade das matérias primas empregadas no seu desenvolvimento. Do
mesmo modo, para que a qualidade do queijo em relacdo aos aspectos fisico-quimicos e microbiol6gicos seja garantida é
necessario assegurar que o leite empregado no processamento esteja dentro aos padrfes necessarios para tal aplicacdo. Assim,
o0 tratamento térmico a que é submetido o leite destinado a fabricacdo de queijos € essencial na qualidade final do produto, ja
que pode promover mudangas nos seus varios constituintes, principalmente nas diferentes fragdes protéicas. Para minimizar
estas mudancgas, tem-se selecionado cepas que facam parte da microbiota presente no leite cru, de modo a obter culturas
iniciadoras e adjuntas especificamente preparadas para adi¢do ao leite tratado termicamente e destinado a producdo de queijos
(Menegon, 2019).
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Segundo Albenzio et al. (2001), no queijo obtido com leite cru observa-se uma microbiota natural com atividade
metabdlica que possibilita o desenvolvimento de um perfil sensorial distinto. As diferencas observadas vdo desde as
caracteristicas sensoriais e bioguimicas, além de pH superior em queijos obtidos com leite cru. O processo produtivo de
queijos maturados tende a favorecer o desenvolvimento da microbiota latica presente naturalmente no leite, que por sua vez
atua inibindo o crescimento de espécies nocivas por meio da producdo de acidos organicos e outros metabolitos inibitérios.
Deste modo, apés determinada etapa do processo de maturagdo, 0s queijos tornam-se seguros ao consumo, sendo estes tipos de
queijos cada vez mais procurados e consumidos pela populacéo (Pereira, 2014; Pehrson, 2017).

A palavra ‘probidticos’ tem origem na palavra grega ‘para a vida’. De acordo com as diretrizes da FAO / OMS, os
probidticos sdo definidos como organismos vivos que conferem beneficios a salde do hospedeiro quando administrados em
quantidades adequadas. Os probiéticos também sdo definidos como bactérias vivas que contribuem para a regulacdo das
respostas imunolégicas e tém efeitos benéficos no hospedeiro. Resisténcia a patégenos entéricos, auxilio na digestdo da
lactose, efeito anticancer do célon, crescimento bacteriano do intestino delgado e modulagdo do sistema imunolégico sdo
algumas das agdes benéficas das bactérias probidticas. Certos critérios precisam ser atendidos por uma bactéria para se
qualificar como um probiético: ela deve ser inofensiva para ingestdo, capaz de colonizar o epitélio intestinal e, especialmente,
ser capaz de resistir as condicfes adversas encontradas no trato gastrointestinal (Lima et al., 2020).

O desenvolvimento de produtos lacteos contendo bactérias probitticas especificas com concentragdes apropriadas de
células vidveis durante a vida de prateleira é um desafio tecnoldgico. Culturas probidticas tém sido incorporadas com sucesso
em diferentes tipos de queijos, pois representam um forte nicho entre os alimentos funcionais além de ser uma alternativa para
as industrias de laticinios diversificarem seus produtos em um mercado consumidor cada vez mais competitivo (Stanton, 2001;
Kourkoutas et al., 2005; Hill et al., 2014; Govender et al., 2014; Dantas et al., 2016).

Diante do exposto o presente trabalho tem como objeto desenvolver queijos tipo brie com leite cru e pasteurizado
adicionados de cultura probidtica, constituida de Lactobacillus acidophilus, bem como avaliar o efeito do tratamento térmico e

da adicdo da cultura probidtica nas caracteristicas fisico-quimicas e perfil eletroforético ap6s trinta dias de maturagéo.

2. Metodologia
2.1 Material

O leite bovino utilizado na pesquisa foi fornecido por uma pequena propriedade localizada no municipio de
Bananeiras — PB. Os queijos tipo brie foram obtidos com leite cru e leite pasteurizado para posterior comparacdo dos
resultados das suas caracteristicas. As culturas de bactérias laticas utilizadas foram adquiridas mediante compra, sendo
adicionadas ao leite de acordo com as instru¢fes dos fabricantes por inoculacdo direta. A cultura comercial liofilizada de
Lactobacillus acidophilus LYO 10 foi fornecida pela Howaru Premium Probiotics, enquanto a cultura comercial de
Lactococcus lactis MA 11 LYO e esporos do fungo Penicillium candidum PC 12 LYO, foram fornecidas pela Choozit
Danisco. Foram mantidas sob congelamento a -18 °C até 0 momento de uso. A enzima quimosina utilizada para coagulacdo do
leite foi adquirida mediante compra, sendo fornecida de forma liquida pela HA-LA, diluida e adicionada ao leite por
inoculagdo direta de acordo com instrucdes do fabricante. Para a adi¢ao de célcio foi utilizado uma solugdo aquosa com cloreto

de célcio na dosagem de 50% (50 mL de solugdo para cada 100 L de leite).

2.2 Caracterizagao fisico-quimica do leite
As caracterizagdes foram determinadas seguindo as metodologias do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005), do seguinte
modo: acidez titulavel foi determinada pelo método de titulagdo com hidrdxido de sédio 0,1 N (solucdo Dornic), empregando-
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se o indicador fenolftaleina a 1%. A densidade a 15 °C foi determinada utilizando termolactodensimetro. O teor de gordura
(9/100 g) das amostras de leite foi determinado pelo método butirométrico de Gueber. Em proteinas, o nitrogénio total foi
determinado pelo método de Kjeldahl e o resultado total convertido em porcentagem de proteina (% m/m) foi obtido
multiplicando pelo fator 6,38. O extrato seco total (% m/m) foi determinado com o auxilio do disco calculador de Ackermann,
levando em consideracdo o teor de gordura e densidade a 15 °C. O extrato seco desengordurado foi obtido por calculo de

diferenga. O potencial hidrogeniénico foi determinado eletrometricamente com a utilizacdo de um potenciémetro.

2.3 Procedimento experimental e andlise estatistica
Os queijos tipo brie foram processados em batelada, sendo processados cinco formulacdes. As formulagbes foram

codificadas do seguinte modo:

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

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

QLPSP*: Queijo com leite bovino pasteurizado, contendo a cultura iniciadora composta de L. lactis, cultura secundéria
composta de P. candidum e sem adicao de probiético.

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

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

composta de P. candidum e cultura latica de L. acidophilus.

Quatro tratamentos foram adicionados de solugdo de cloreto de calcio (50%), para averiguar a acdo do cloreto de
calcio em relacdo a rendimento e melhoramento de caracteristicas fisico-quimicas, um tratamento foi realizado sem a adi¢do da
solucdo de cloreto de célcio para posterior comparacdo. Para caracterizacdo os queijos foram maturados a 10 °C + 2 °C durante
trinta dias. As analises dos queijos obtidos foram realizadas em triplicatas.

Foram realizadas estatisticas descritivas simples com média, desvio padrdo e coeficiente de variancia com os dados

obtidos em todas as caracterizagdes obtidas.

2.4 Processamento do queijo tipo brie

Para producdo dos queijos, foi utilizado o protocolo de producdo proposto por Ribeiro (2012), com adaptacfes. A
amostra foi dividida em duas, sendo uma aliquota mantida in natura e outra submetida a tratamento térmico de pasteurizacéo
rapida, 75 °C por 15 segundos, apds aquecimento o leite foi resfriado a 34 °C em banho de gelo. Em seguida, o processamento
foi 0 mesmo das amostras obtidas com leite in natura.

Inicialmente, para cada 8,2 litros de leite processado, foi adicionado o fermento Iatico composto de Lactococcus lactis
(0,18 g), Penicillium candidum (0,5 g) e a cultura probidtica Lactobacillus acidophilus (1 g) em dois tratamentos. Foi
adicionado também 3mL de uma solugdo de cloreto de calcio (50%) e 45 minutos depois, 0 coalho, permitindo a coagulagdo
por aproximadamente 45 minutos. Apds a formagdo da coalhada a mesma foi cortada com liras em cubos, com tamanho entre
1,5 a 2,0 cm de aresta, permanecendo em repouso por aproximadamente 20 minutos.

A mexedura foi realizada de forma lenta, por 5 minutos, para dessora do cubo. A massa foi entdo enformada em

formas de PVC, com fundo perfurado de 500 g, ndo sendo realizada a prensagem, a moldagem se deu com o peso da propria
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massa. A prensagem influencia na textura e sinérese dos queijos e como o queijo tipo brie possui textura macia, 0s queijos nao
foram submetidos a prensagem.

As viragens foram realizadas em diferentes momentos: 30 e 45 minutos ap6s a enformagem, 60 minutos ap6s a
primeira viragem, 30 minutos apds a terceira viragem, 60 minutos ap6s a quarta viragem e 30 minutos apés a quinta viragem,
para auxiliar na dessora e no formato do queijo.

A fase da formatag8o ocorreu em aproximadamente quinze horas a 25 °C. Os queijos foram entdo desenformados e
salgados em salmoura com 20% de sal por 50 minutos. A salmoura foi preparada um dia antes e mantida sob refrigeracéo, pois
a temperatura ideal para salga dos queijos € de 8 a 12°C.

Em seguida, passaram por um processo de secagem, onde os queijos foram dispostos em bandejas plasticas e
mantidos em B.O.D por uma hora com temperatura a 10 °C. Logo apds a secagem, 0s queijos foram submetidos a aplicacdo
por asperséo de uma solucgdo de esporos do Penicillium candidum (0,006 g de esporos + 100 mL de 4gua destilada) em todas as
suas faces. Ap0s isso foi realizada a maturacdo por 30 dias a 10 °C. O ideal seria um controle de umidade relativa na cdmara de

maturacdo em torno de 90%.

2.5 Caracterizacao fisico-quimica dos queijos tipo brie

As caracterizagBes foram realizadas do seguinte modo: o teor de gordura (g/100 g) das amostras de queijo foi
determinado pelo método butirométrico de Van Gulik. Em proteinas o contelido de nitrogénio total dos queijos foi determinado
empregando-se 0 método de micro Kjedahl, compreendendo as fases de digestéo, destilacdo e titulagdo, os resultados foram
expressos em (g/100 g). Atividade de agua foi determinada através de método instrumental em medidor da marca Decagon,
modelo Aqualab lite, & temperatura constante (25,0 + 0,30 °C). O potencial hidrogenidnico foi determinado com a utilizacdo de
um potenciémetro. O teor de cinzas foi determinado em mufla a 550 °C e os resultados expressos em (g/100 g). A acidez
titulavel foi determinada pelo método de titulagdo com hidréxido de sédio 0,1 mol/L, empregando-se o indicador fenolftaleina
a 1% e os resultados expressos em % de &cido latico. A umidade foi determinada em estufa a 105 °C e os resultados expressos
em (g/100 g). O teor de gordura no extrato seco foi determinado pelo método indireto por meio da razdo entre o teor de
umidade e gordura, conforme equacéo: % GES = (% gordura) + (umidade - 100) x 100. O teor de extrato seco desengordurado
foi determinado pelo método indireto por meio da diferenca entre GES e teor de gordura (Brasil, 2006). Os resultados foram

tratados utilizando estatistica descritiva simples.

2.6 Perfil eletroforético

Na eletroforese dos queijos obtidos o método utilizado foi o de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS
modificado (Laemmli, 1970).

A solucdo estoque de SDS (dudecil sulfato de sodio foi preparado com 5 g de SDS e 50 mL de agua desmineralizada).
Para seguir com nitrato de prata, utilizou-se o gel corado com comassie; a solucdo foi desidratada em solucédo de alcool etilico
a 50% em trés etapas de 20 minutos cada. O gel foi colocado em solugdo de tiossulfato de sédio (20 mg/100 mL de agua
desmineralizada) por 1 minuto sob agitacdo vai e vem no recipiente. Realizou-se trés lavagens rapidas com agua destilada,
adicdo da solucdo de nitrato de prata (200 mg de nitrato de prata, 74 pl de formaldeido/ 100 mL de 4gua desmineralizada) por
20 minutos. Foram realizadas trés lavagens rapidas com agua destilada e adi¢do de solucdo reveladora (6 g de carbonato de
sodio, 50 pl de formaldeido, 2 mL tiossulfato de s6dio/100 mL de dgua desmineralizada). A revelagdo foi parada com solucéo
de &cido acético a 13% em agua ap6s 15 minutos.

Quanto menor a concentracdo de acrilamida mais aberto é o poro do gel e consequentemente, melhor ¢é a separacgao

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

detectada através da formagédo das bandas.

2.7 Avaliacao da viabilidade da cultura probiética Lactobacillus acidophilus

A viabilidade da cultura probiética adicionada aos queijos foi avaliada com base na contagem seletiva de
Lactobacillus acidophilus. Para a realizagdo dessa andlise, amostras de queijo foram diluidas em &gua peptonada. Por¢des de
25 g de queijo foram transferidas para um copo de liquidificador, previamente esterilizado, juntamente com 225 ml de 4gua
peptonada 0,1%, para serem homogeneizadas em baixa rotagdo, por 1-2 min. A partir dessa suspenséo (diluicdo 10) foram
preparadas as demais dilui¢des decimais das amostras, utilizando a mesma solugdo diluente.

A contagem presuntiva de L. acidophilus foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Aljewicz et al.
(2014), modificada somente por substituicdo da incubacdo anaerdbica pela incubagdo em microaerofilia (Apha, 2001). A
contagem foi realizada em agar MRS, utilizando a técnica de semeadura em profundidade. Ainda, foi adicionada uma
sobrecamada do mesmo meio de cultura, para criar condi¢des microaerofilicas. Apds solidificagdo do meio de cultura, as
placas foram invertidas e incubadas em estufa a 37 °C por 72 horas. Apds incubacdo, placas com 25-250 col6nias foram

contadas, utilizando um contador de coldnias, e os resultados foram expressos em UFC/g.

3. Resultados e Discussao
3.1 Caracterizacéo fisico-quimica do leite bovino

O valor nutricional dos alimentos é definido com base na sua composicao centesimal. A composi¢do média da matéria
prima implica, na qualidade do produto final. Varios fatores influenciam na composicéo e qualidade do leite, as mudancas
ligadas a0 manejo e a dieta oferecida ao animal, o que reflete na qualidade do queijo. Os resultados das analises fisico-
quimicas do leite cru e leite pasteurizado estdo apresentados na Tabela 1.

Os padrdes fisico-quimicos das analises realizadas nas amostras de leite cru e leite pasteurizado foram comparadas
com os previstos pela Instrugdo Normativa n° 62 de dezembro de 2011 do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(Brasil, 2011).
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos das amostras de leite cru e leite pasteurizado.

Parémetros Leite Cru Leite Pasteurizado

Gordura % (m/m) 3,45+0,21 4,35+ 0,07
Proteinas % (m/m) 3,42 +0,04 3,88 + 0,63

Densidade (g/mL) 1,028 £ 0,001 1, 030 + 0,002
pH** 6,55+ 0,01 6,65 + 0,07

Acidez titulavel (g de &cido latico/100 mL) 0,132 £ 0,001 0, 145 + 0,000
Extrato seco total % (m/m) 12,36 + 0,10 11,84 +0,79
Extrato seco desengordurado % (m/m) 8,91+0,10 7,49+0,79

Os resultados sdo médias em triplicatas com as estimativas do desvio padrdo. ** Potencial hidrogeni6nico.
Fonte: Autoras.

Com relacéo aos teores de gordura, tanto as amostras de leite cru (3,459/100g) quanto de leite pasteurizado (4,35
0/100g), estdo em acordo com a IN 62, que é de no minimo (3,0 g/100g). A gordura do leite é de extrema importancia para a
producdo de derivados e possui alto valor comercial, portanto, a determinagcdo exata do percentual de gordura no leite é
essencial para a industria de laticinios (Castanheira, 2011).

Ja em relacéo as proteinas, todas as amostras apresentaram conteildo protéico acima do minimo (2,9%) exigido pela
legislacdo. No entanto, houve variagcdo em relacdo ao conteldo de proteinas no leite cru (3,42%) e no leite pasteurizado
(3,88%), isto pode ter ocorrido devido a evaporagdo de dgua e consequente concentracdo dos outros constituintes. O teor de
proteina aumenta o rendimento na fabricagdo de queijos.

A densidade corresponde ao peso especifico do leite, que é determinado por dois grupos de substancias: a
concentracdo de elementos em solugdo e suspensdo e porcentagem de gordura. Se o leite sofre adicdo de dgua de forma
fraudulenta, apresentar4d um valor mais baixo para sua densidade. Os teores de densidade obtidos para leite cru e leite
pasteurizado estdo de acordo (1,028 g/mL e 1,030g/mL respectivamente) com o que preconiza a legislacdo (entre 1,028 e 1,034
g/mL).

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

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

O extrato seco total é a reunido dos componentes sélidos do leite e € importante para o rendimento de derivados do
leite, quanto maior a quantidade de sélidos totais, melhor o rendimento deste leite para a producao de queijos. O extrato seco
desengordurado reflete 0 mesmo comportamento (Santos et al., 2011). A legislagdo remete a valores de no minimo (8,4
0/100g) para este parametro, estando as amostras de leite cru e leite pasteurizado dentro dos padrdes tanto para extrato seco

total quanto para extrato seco desengordurado.
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As amostras analisadas apresentaram-se em conformidade as normas da Instru¢cdo Normativa n° 62. Esses resultados
comprovam a qualidade do leite em estudo, evidenciando caracteristicas sanitarias adequadas para o seu potencial uso na

obtencao de queijos tipo brie.

3.2 Caracterizacao fisico-quimica dos queijos tipo brie
A composicéo fisico-quimica dos queijos tipo brie, determinada apds trinta dias de maturacéo € apresentada na Tabela

2.
Tabela 2. Composicdo fisico-quimica dos queijos obtidos com leite cru e pasteurizado.

Parametros QLCCP QLCSP QLPSP* QLPSP** QLPCP
Gordura % (m/m) 52,0 53,0 43,0 52,0 49,0
Umidade % (m/m) 28,71+0,17 24,37+0,06 24,86+0,08 35,47 £ 0,15 25,10+ 0,11
Atividade de 4gua 0,84+0,001 0,84+0,001 0,85 +0,002 0,84+0,001 0,853 +0,001

Acidez titulavel (% de 0,26 0,28 0,28 0,23 0,28
acido latico)
Proteinas % (m/m) 27,66 = 0,04 29,15+ 0,22 29,25+ 0,30 25,84 £0,13 28,41 +0,06
pH*** 5,30 5,08 5,22 5,02 5,0
Gordurano Extrato Seco 79 gq, 17 70,07 +0,06 57,22 +0,08 80,58 +0.15 65,33 +0.11
% (m/m)
Extrato seco 19,88+0,16 17,07+0,06 14,2240,08 2858 +0,15 16,33 0,11
desengordurado % (m/m)
Cinzas % (m/m) 4,79+ 0,03 3,86 + 0,08 4,19+0,02 4,68 + 0,02 3,36+ 0,08

QLCCP: Queijo com leite cru e probiético. QLCSP: Queijo com leite cru sem probidtico. QLPSP*: Queijo com leite pasteurizado sem
probiético com cloreto de calcio. QLPSP**: Queijo com leite pasteurizado sem probidtico sem cloreto de calcio. Queijo com leite
pasteurizado com probidtico. Os resultados sdo médias em triplicatas com as estimativas do desvio padrdo. *** Potencial hidrogeni6nico.
Fonte: Autoras.

A legislacdo brasileira ndo apresenta padrao de identidade e qualidade especifico para o queijo tipo brie, o qual deve
respeitar os pardmetros basicos do Regulamento Técnico de lIdentidade e Qualidade estabelecido pelo Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento, Portaria n°® 146/1996.

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

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

Em relagdo a gordura, a Portaria n® 146/96 do MAPA considera o contedido de matéria gorda no extrato seco. O queijo
tipo brie enquadra-se como gordo, devendo apresentar entre 45,0 a 59,99% de gordura. Em todos os tratamentos 0s queijos

estdo dentro do que estabelece a legislacdo, enquanto o teor de gordura no extrato seco apresentou teores muito altos, o que
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possui relacdo com a umidade. Pois, 0 mesmo foi calculado a partir da umidade e gordura do produto. Os valores variaram
bastante e uma observacdo interessante € que a Gnica amostra ao qual ndo foi adicionada solucdo de cloreto de célcio, nem L.
acidophilus apresentou o maior indice de gordura no extrato seco e maior indice de extrato seco desengordurado. Pode-se
observar que o tratamento térmico também apresentou influéncia nestes parametros, os queijos obtidos sem tratamento térmico
tiveram maior contetido de gordura que os obtidos com leite pasteurizado, exceto para amostra sem cloreto de célcio.

A gordura no extrato seco € um dos principais constituintes responsaveis pela obtengdo de um bom rendimento final
do queijo. Campos (2016) obteve em seus tratamentos com queijos camembert valores de gordura variando de (17,12% m/m a
17,19% m/m) e Gordura no Extrato Seco variando de (36,57% a 39,25%).

Para os teores de cinzas, a recomendacdo da USDA Nutrient Database for Standard Reference, Release14 (2001) e de
teores de (2,7 g/100g), porém nenhum dos tratamentos obtidos nesta pesquisa esta dentro desta referéncia variando de (3,36
0/100g a 4,79 g/100g). A alimentac&o do rebanho quando possui uma dieta rica em concentrados com baixo teor de fibras pode
elevar os teores minerais do leite e, consequentemente do queijo (Pereira, 2014).

Ao analisar queijos tipo brie industriais obtidos em diferentes estacBes do ano, Pereira et al. (2020) constatou
diferengas nos teores de cinzas (3,07 g/100g, 3,74g/100g, 4,90 g/100g). Campos (2016), em pesquisa com queijos camembert
sem mexedura e com adicdo de compostos protéicos, obteve resultados de cinza que variaram entre (2,97 g/100g e 2,87
0/1009).

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

A determinagdo do potencial hidrogenibnico é importante para caracterizacdo de queijos devido a sua influéncia na
textura, atividade microbiana e na maturacdo. O menor valor de pH obtido (5,0) foi o da amostra com tratamento térmico e
adicdo da cepa probidtica, possivelmente ocorreu uma maior producdo de &cido latico. O que pode ser verificado no teor de
acidez dessa amostra (0,281% de acido latico).

A atividade de agua dos queijos apresentou valores distintos, apresentando variacdo entre 0,841 a 0,853, sendo 0
tratamento de menor valor o que também apresentou menor teor de umidade. Hendo, Queiroz e Hajisa (2009) descrevem este
pardmetro como a medida de agua disponivel em um alimento, ndo vinculada a componentes, tornando-se possivel de reagir
quimicamente e permitir o desenvolvimento microbiano. A atividade de 4gua ideal para o desenvolvimento de bactérias lacteas
varia de 0,93 a 0,96 dependendo da espécie (Beresford et al., 2001).

A legislacéo brasileira ndo descreve valores legais para proteinas em queijos. Os valores obtidos variaram de (25,84 a
29,25 g/100g), sendo os queijos com adi¢do de solucao de cloreto de célcio os que apresentaram maiores teores de proteinas.
Amostras de queijo que sofreram tratamento térmico apresentaram resultados para proteinas dentro da média ndo apresentando
influéncia significativa quando comparados com 0s queijos obtidos com leite cru, exceto a formulacdo sem adicdo de cloreto
de calcio, que apresentou 0 menor teor protéico. Pereira (2014), observou em seus tratamentos com queijo tipo brie valores
entre (18,59 a 21,57 g/100g). Pesquisadores citam que o coalho e o cloreto de célcio influenciam na quantidade de proteina

presente em queijos, pois exercem interferéncias na protedlise durante a maturagdo (Yunes & Benedet, 2000).

3.3 Analise do perfil eletroforético
As fragBes protéicas dos cinco queijos brie obtidos, analisados por eletroforese, estdo ilustradas na Figura 1. As

fracOes de caseinas encontradas e seus respectivos pesos moleculares em maior abundancia nos queijos foram identificadas
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como: o Si-caseina (23,61 kDa), a Sp-caseina (25,23 kDa), B-caseina (23,98 kDa), k-caseina (19,02 kDa) e a- lactoalbumina
(14,2 kDa).

Pode-se observar na Figura 1, diferengas distintas das amostras de queijos obtidos com leite pasteurizado e com leite
cru. As amostras de queijo com leite cru apresentaram bandas com coloragdo mais intensa e mais concentrada. Tal fato pode
ser resultado da interacéo das proteinas induzidas termicamente ou dos proprios microrganismos presentes nas culturas laticas.
As proteinas do queijo ficaram muito bem dispostas e separadas nos géis, confirmando a eficacia da técnica para esta funcao.
Fragmentos de a S, o Sy, p-caseina e k-caseina sdo referidas na literatura como as principais proteinas do queijo, originadas da

hidrdlise da caseina pela agdo da quimosina, enzima coagulante, utilizada durante a fabricacdo do queijo (Jin et al., 2016).

Figura 1. Perfil eletroforético das amostras de queijos obtidas.

a S2-caseing [

Peaseinn |

aSi-casemna [

K-Caseina |

@ lactoalbumuna |

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

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

Comparando as amostras de queijo produzido com leite pasteurizado sem probi6tico com cloreto de célcio (QLPSP*)
da amostra sem cloreto de célcio (QLPSP**), pode-se observar que a amostra com a adi¢do de cloreto de célcio apresentaram
bandas protéicas mais unidas e intensas. A amostra (QLPSP**) apresentou menor intensidade em todas as fragfes protéicas,
podendo deste modo afirmar que a adi¢éo do cloreto de célcio exerce boa influéncia no perfil protéico do queijo.

Silva et al., (2016) ao analisarem eletroforeticamente queijo coalho produzidos em diferentes cidades da regido
agreste do estado de Pernambuco relatam a presenca de bandas que correspondiam a B-lactoglobulina, o-lactoalbumina, a Si, o
S,, B-caseina. O mesmo pode ser observado por Lima et al., (2017) que, ao investigar os peptideos extraidos de queijo coalho
artesanal, identificaram as mesmas fragOes protéicas identificadas neste estudo e concluiram que as mesmas apresentavam

atividades antimicrobianas.
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Como caracteristicas destas fragdes protéicas, a a-lactoalbumina é bastante rica em triptofano (6%), um aminoacido
precursor de niacina, sendo também rica em lisina, leucina, treonina e cistina, além de possuir capacidade de se ligar a
minerais, como calcio e zinco, o que pode afetar positivamente sua absorcdo. Apresenta ainda atividade antimicrobiana contra
bactérias patogénicas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumonial (Aditivos e ingredientes, 2016).
De acordo com Pereira et al., (2016) as fragdes o Si1, a Sy, P-caseina e a k-caseina possuem propriedades funcionais
caracteristicas, apresentam sensibilidade a precipitacéo de calcio, melhor coagulabilidade do leite, melhoram o rendimento e

apresentam atividade antimicrobiana.

3.4 Contagem presuntiva de Lactobacillus acidophilus

Os resultados das contagens de Lactobacillus acidophilus em dgar MRS a partir de amostras de queijo tipo brie
obtidas a partir de leite cru e pasteurizado, ambas adicionados dessa cultura probidtica foram os seguintes: 4,9 x10” UFC/g
(QLCCP) e 9,2 x 107 UFC/g (QLPCP). Esses resultados demonstraram que os lactobacilos estavam presentes nas amostras de
queijos em nimeros elevados, na ordem de 107 UFC/g.

Segundo a ISO 20128:2006 os produtos com alegacéo funcional devem ter bactérias Lactobacillus acidophilus com
populagdes de, no minimo, 10* unidades formadoras de col6nia por grama (UFC/g) de queijo e no minimo 10° unidades
formadoras de coldnia por grama (UFC/g) para outras bactérias. As duas formulagdes adicionadas de Lactobacillus
acidophilus estdo com contagem acima da preconizada pela legislagdo em vigor, evidenciando que mesmo ap6s 30 dias de
maturacéo as caracteristicas do probidtico mantiveram-se estaveis, apresentando deste modo bom desempenho tecnolégico.

Avaliando o comportamento do L. acidophilus no dgar MRS, observaram-se contagens entre (4,9 x 107 UFC/g) para o
queijo obtido com leite cru e o obtido com leite pasteurizado (9,2 x 107 UFC/g). Uma menor contagem deste microrganismo no
queijo obtido com leite cru era esperada, pois existem atividades inibitérias e competitivas entre microrganismos presentes na
microbiota natural do leite e o Lactobacillus acidophilus. Buriti e Saad (2007) avaliaram a sobrevivéncia de L. acidophilus em
queijo minas frescal produzido com acidificacdo direta com &cido latico e também com adicdo de cultura mesofila Lactococcus
lactis. No tipo de queijo avaliado, a cultura probidtica permaneceu viavel durante 21 dias de armazenamento, no entanto, no
gueijo contendo a cultura meso6fila, as contagens de L. acidophilus foram ligeiramente superiores, sugerindo um sinergismo

entre os microrganismos. No queijo contendo apenas L. acidophilus, a concentragéo atingiu valores abaixo de 10 UFC/qg.

4. Consideracdes Finais

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

O baixo teor de umidade apresentado pelos queijos tipo brie apds trinta dias de maturacdo afetou a qualidade
bioguimica e a textura dos queijos obtidos.

Os queijos obtidos com leite sem tratamento térmico apresentaram melhor rendimento e caracteristicas fisico-
quimicas satisfatorias, no entanto, pela seguranga do consumidor o recomendado seria a obtencéo de queijos com o leite com
tratamento térmico.

Todos o0s ensaios de queijo tipo brie produzidos com adi¢do da cultura probidtica de Lactobacillus acidophilus
apresentaram viabilidade do microrganismo acima do minimo recomendado, os lactobacilos estavam presentes nas amostras de
queijos obtidos com leite cru e leite pasteurizado em niimeros elevados, na ordem de 107 UFC/g. O que mostra que o queijo

tipo brie é uma boa matriz para o probiético analisado.
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Como sugestdo para trabalhos futuros, seria interessante a implantacdo de um sistema de Boas praticas de fabricacdo
do leite cru, de modo a se obter produtos seguros e em relacdo a maturacdo dos queijos, recomenda-se embalar 0s queijos no

10° dia de maturacdo para evitar interferéncias na textura e na qualidade bioquimica do produto.
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