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Resumo

Bactérias Acido Lacticas (BAL) ou culturas lacticas sdo as principais
responsaveis pelo processo fermentativo de alguns produtos lacteos. No processo
de maturacdo do queijo, estas bactérias contribuem desenvolvendo caracteristicas
sensoriais especificas portanto, o conhecimento da microbiota dos queijos €
essencial na conservacao destas caracteristicas. O objetivo do presente estudo foi
isolar e caracterizar bactérias lacticas do Queijo Marajoara, fabricado de maneira
artesanal e sem adicdo de cultura lactica. Apds o plagueamento obteve-se 283
colénias caracteristicas de bactérias lacticas que foram submetidas a testes
bioquimicos para confirmacdo e diferenciacdo de espécies. Das 283 col6nias
submetidas aos testes somente 64% apresentaram caracteristicas de Gram
positivos e catalase negativa. Constatou-se ainda a influencia da época do ano no
isolamento de bactérias laticas ja que do total de isolados somente 6,9% foram
obtidos no periodo de seca, enquanto que 93,8% foram obtidos no periodo de
alagado. Ap6s a producdo do queijo com bactérias endogenas (cultura
experimental), observou-se que as contagens para bactérias mesdfilas e bactérias
lacticas apresentaram-se semelhantes, sem diferenga significativa (a=0,05) entre o
queijo adicionado de cultura experimental e o queijo tradicional. Na avaliacao
sensorial, foi comprovado que nos atributos avaliacdo global e maciez ndo houve
diferenca significativa entre as amostras, mas com relacdo ao sabor e cor,
apresentaram diferenca significativa entre si (a=0,05). Apesar da significativa entre
os atributos, os dois produtos obtiveram aceitacdo de 78,60% para a amostra de
gueijo experimental e 77,40% para a amostra de gueijo tradicional Marajoara pelos

provadores.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) or lactic cultures are primarily responsible for the
fermentation of some dairy products. In the process of cheese ripening, these
bacteria contributes developing specific sensory characteristics, therefore the
knowledge of the microflora of the cheese is essential in preserving these features.
The objective of this study was to isolate and to characterize lactic acid bacteria in
Marajoara cheese, this artisanal manufacture and without addition of lactic culture.
After plating 283 colonies were obtained characteristics of lactic acid bacteria, that
were subjected to biochemical tests for confirmation and differentiation of species. Of
the 283 colonies subjected to the tests, only 64% presented characteristics of Gram
positive and catalase negative. It was proved also the influence of time of the year in
the isolation of lactic acid bacteria, since of the total isolates only 6.9% were obtained
during the drought, while 93.8% were obtained during the waterlogged period. After
the production of cheese with endogenous bacteria (experimental culture), it was
observed that the counts for mesophilic and lactic acid bacteria were similar, without
significant difference (a = 0.05) between the cheese traditional and cheese with
culture experimental. In sensory evaluation, it was proven that the overall and texture
evaluation of showed no significant difference between samples, but with respect to
the flavor and color, these samples showed significant differences between them (a =
0.05). Despite the significant difference between the attributes, the two products
obtained acceptance of 78.60% for the sample of experimental cheese and 77.40%

for the sample of traditional cheese Marajoara, by the panelists.
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1 INTRODUCAO

Queijos sao produtos a base de leite fermentado desenvolvidos ha
aproximadamente 8000 anos, por povos hdmades que armazenavam o leite para
consumir durante suas viagens. Esse leite armazenado sofria fermentacdo
produzindo a coalhada, de maneira em que, o balanco da movimentacdo dos
animais causava a separacdo do soro, sendo este aproveitado como bebida e a
coalhada era acrescentado um pouco de sal, produzindo um alimento complementar
no periodo de escassez de carne. Por causa das constantes mudancas dos povos
ndémades, 0s queijos comecaram a apresentar muitas variedades.

De acordo com Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos
(BRASIL, 1996), entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém
por separacdo parcial do soro do leite, ou do leite reconstituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acéo fisica do coalho,
de enzimas especificas, de bactéria especifica, de acidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacéao de
substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes.

Nos queijos sdo encontrados Varios micro-organismos que podem ser
provenientes de muitas fontes, como do leite utilizado, da ordenha em condi¢c6es
higiénicas inapropriadas, da flora microbiana do ambiente durante e apds o
processamento do queijo. Todos estes micro-organismos contribuem para a
variedade do queijo, influenciando no sabor, na textura, na coloracdo, na maciez
entre outras caracteristicas.

Segundo Fox et al (2004), em muitos paises sdo utilizadas -culturas
(fermentos) artesanais. Estas sao obtidas principalmente a partir da pratica de "back-
slopping”, que consiste em utilizar algum dos lotes anteriores de queijo como inéculo
para o novo lote. Com base nesta pratica, isolamentos de culturas lacticas sao
realizados em queijos, principalmente artesanais, para a obtencéo de culturas puras
gue séo responsaveis pelas caracteristicas originais do queijo utilizado, e ao serem
reinoculadas ao leite, promovem um produto final com qualidade e seguranca, sem

alteracdes em suas caracteristicas.
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O isolamento de culturas do Queijo do Marajé, ou Queijo Marajoara, visa a
melhoria de sua cadeia produtiva, que atualmente ainda é artesanal.

O Queijo Marajoara é produzido por fermentacdo espontanea sem adicdo de
cultura lactica. A fermentacdo ocorre em temperatura ambiente e em recipientes
abertos, 0 que propicia também a multiplicagdo micro-organismos patogénicos, uma
vez que o leite de bufala ndo é tratado termicamente. Assim, o conhecimento de
bactérias lacticas fermentadoras — e de suas caracteristicas — presentes no Queijo

Marajoara, contribuem para um melhor processo fermentativo.

1.1 OBJETIVO

No contexto apresentado, esta pesquisa teve como objetivo principal
selecionar e caracterizar culturas endégenas que contribuem com a fermentacéo do
leite durante o processo de fabricacdo do Queijo Marajoara, visando sua utilizacao
na melhoria da cadeia produtiva do queijo, reduzindo o tempo de fermentacéo e/ou o
flavor assim contribuir para o avanco tecnoldgico da sua producdo no que diz

respeito a seguranca alimentar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 REBANHO BOVINO E BUBALINO NO ARQUIPELAGO DO MARAJO

Segundo Brasil (2007), o Arquipélago do Marajé é formado por um conjunto
de ilhas que constitui a maior ilha fluvial do mundo, com 49.606 Km? e esta
integralmente situado no Estado do Pard, constituindo-se como uma das mais ricas
regides do Pais em termos de recursos hidricos e bioldgicos.

De acordo com o Perfil de Pecuaria Municipal realizado pelo IBGE em 2007, o
Pard é o estado em que se encontram o maior efetivo bubalino do Brasil, cerca de
435.735 mil registrados em 2007, representando 38,5 % do nacional, e a llha do
Marajé representa 62,5 % do efetivo bubalino estadual com a maior populagédo
bufalina concentrada no municipio de Chaves (32,56 %).

Quanto ao rebanho bovino, o Para tem o quinto maior efetivo do Brasil, com
contribuicdo de 7,7 % do total (IBGE, 2009). Em 2007 o IBGE registrou pouco mais
de 286.098 mil cabecas na area do Maraj6, equivalente a 1,8% do rebanho do
estado do Paré.

No arquipélago, tanto o efetivo bubalino quanto o bovino tem maior
concentracdo nos municipios de Chaves, Cachoeira do Arari, Soure, Ponta de

Pedras, Muana e Santa Cruz do Arari, como mostra a Figura 1.

Outros

Soure

Santa Cruz do Arari
Ponta de Pedras

. Bubalino
Muana

Bovi
Chaves ovino

Cachoeira do Arari

0 40 80
Mil
Figura 1 - Efetivo Bovino e Bubalino na Ilha do Marajé em 2007
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Segundo o IBGE (2009) no ano de 2007 as contribui¢cdes leiteiras dos dois
rebanhos marajoaras, bubalino e bovino, foram de 1,74 % do total estadual.

Esta producédo diaria poderia aumentar se o rebanho recebesse manejo
nutricional e sanitario adequados. Barbosa (2005) cita um exemplo pratico de
avaliacdo da atividade leiteira de um rebanho bubalino marajoara, antes e apds os
tratamentos nutricionais e sanitarios adequados, observando um aumento de 5
Kg/dia em sua producéo leiteira, antes do manejo adequado, para até 18 Kg/dia,

apos 0 manejo.

2.2 LEITE DE BUFALA

O leite de bufala apresenta coloracdo branca opaca provocada pela auséncia
de pigmentos carotenoides, precursores da vitamina A, presente no leite da vaca.
(BRASIL, 1984). A composicao quimica do leite de bufala € influenciada por diversos
fatores como raca, estagio de lactacdo, idade, manejo, sanidade, condi¢cdes
climaticas e alimentacéo. Figueiredo (2006) pesquisou a composi¢cdo quimica do
leite bubalino marajoara. A tabela 1 mostra a comparacdo entre a composi¢ao
qguimica do leite de bufala obtido (FIGUEIREDO, 2006) e a composicdo do leite
bovino (ORDONEZ, 2005).

Tabela 1 - Valores Médios da composicéo do leite bovino e bubalino

Variavel Raca Bovina' Raca Bubalina®
Acidez (°Dornic) - 17,89
Umidade (%) 86,7 81,99
Gordura (%) 4,0 8,14
Proteina (%) 3,6 4,44
Carboidrato (%) 50 4,55
Residuo Mineral Fixo (%) 0,7 0,95
pH 6.7 6,48

Fonte: 1 — Ordofiez, 2005; 2 — Figueiredo, 2006.

17



Como pode ser observado na tabela 1, o leite procedente da raca bubalina
apresenta resultados superiores ao leite da raca bovina para todos os componentes,
justificando o valor nutricional do leite de bufala.

O rendimento de produtos derivados do leite de bufala € maior que o de
derivados de leite bovino, justamente pelo teor de extrato seco total, teor de
proteinas e teor de residuo mineral fixo (RMF) ser maior que o do leite bovino.

Quanto ao valor nutricional o leite de bufala, apresenta um valor energético
maior do que o leite bovino, pois mesmo sendo mais pobre em fosfolipidios, o leite
de bufala € mais rico em colesterol e acidos graxos saturados (BRASIL, 1984).

Verruma & Salgado (1994) demonstraram que o leite de bufala possui maior
teor protéico total, superando em 25,5 % o teor de aminoacidos essenciais, quando
comparado ao leite de vaca.

As caseinas representam mais de 80 % das proteinas totais do leite e
encontram-se principalmente em forma micelar, sendo as encontradas no leite
bubalino maiores que as micelas encontradas no leite de vaca (HUHN, 1983).

Durante a producdo de queijos, a alta quantidade de caseinas no leite
bubalino interfere na coagulagédo deste — que ocorre pela precipitacdo das proteinas
no ponto isoelétrico ou na desestabilizacdo das proteinas por enzima proteolitica e
em presenca de Ca?* — fazendo com que a coagulacéo ocorra de forma mais répida
e a sinerese do coagulo seja maior.

Os glébulos de gordura no leite de bufala sdo maiores que os do leite de
vaca, mais resistente as alteracdes oxidantes e mais ricos em &cido butirico e acidos
graxos de cadeias longas, como o acido palmitico e estearico (HUHN, 1983).

Segundo Finotelo (1981) os percentuais mais elevados de gordura no leite de
bufala criadas no Marajé sdo encontrados no periodo de alagado’ e os menores no
periodo de seca®. Alem disso, este apresenta maior densidade, temperatura de
fusdo mais elevada (32-43,5°C) e indice de iodo igual a 29,43, valor este inferior ao
da gordura do leite bovino (HUHN, 1986).

! periodo de alagado: Periodo de chuvas intensas na Ilha do Maraj6 - Dezembro a Maio.

2 periodo de seca: Periodo de Junho a Novembro.
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2.3 QUEIJO MARAJOARA

2.3.1 Aspectos da Producao de Queijo Marajoara

Estima-se que o Arquipélago do Marajé possui sessenta queijarias, sendo que
somente o municipio de Soure possui 30 (trinta) produtores de queijos, com uma
producdo media de 500 (quinhentos) quilos de queijo/més, movimentando 50% da
renda mensal em producado de queijo da ilha do Maraj6o (OLIVEIRA & SILVA, 2003).

A producédo do queijo marajoara ainda é realizada de forma artesanal, em sua
maior parte, e somente em 2001 foi implantada no municipio de Soure, a primeira
queijaria semi-industrial do arquipélago (OLIVEIRA & SILVA, 2003).

Bendelak (2004) avaliou trés queijarias no arquipélago do Marajo, em diferentes
épocas do ano. Suas conclusdes confirmam pesquisas antes realizadas, mostrando
que o produto ndo tem controle de qualidade, apresentando-se fora da
conformidade. Ainda segundo esse pesquisador a auséncia de padronizacdo do
processo produtivo e de padrées minimos de qualidade (fisico-quimicos e
microbiolégicos) contribui para que o queijo marajoara seja um produto passivel de
problemas a saude publica.

Alguns laticinios do Maraj6 tém tentado melhorar o padrdo de qualidade da
producdo do queijo, implantando as Boas Praticas, aplicando o processo de
pasteurizacdo no leite de bufala e a adicdo de cultura lactica comercial na
preparacdo do produto, porém as culturas comerciais utilizadas causam certa
descaracterizacdo sensorial em relacdo ao produto padréo.

Segundo Finotelo (1981), o queijo marajoara apresenta duas variedades:
Queijo tipo “creme” e Queijo tipo “manteiga”.

O Queijo tipo “creme” é obtido quando a fritura, ou terceiro cozimento da
massa, € feito adicionando-se o creme que foi separado do leite fresco da manha,
Este queijo apresenta um teor de umidade em torno de 50% e teor médio de gordura
de 22% e seu sabor difere muito do tipo “manteiga”.

O Queijo tipo “manteiga” € obtido quando a fritura, ou terceiro cozimento da

massa, € feito adicionando-se a manteiga propriamente dita, ou o 6leo da manteiga,
19



extraido do creme de dias anteriores. Este queijo apresenta umidade em torno de
35% e elevado teor de gordura, média de 42%.
O processo de elaboracdo do queijo marajoara tipo creme é apresentada na

Figura 2, em um fluxograma adaptado de Bendelak (2004) e Finotelo (1981).
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I Recepcdo do leite cru “in natura” na queijaria l

-

I Filtracao l
I Desnate l

-

I Fermentagdo espontanea (+ 70 92D) l

—

I Dessoragem l

-

I 12 Lavagem / Aquecimento (+ 55 2C) l

-

I 12 Prensagem (saco de nylon e prensa mecanica) l

-

l 22 Lavagem / 12 cozimento (+ 80 C) l

-

l 22 Prensagem (saco de nylon e prensa mecanica) l

-

I Adicdo de leite fresco e desnatado (+ 10 %) l

-

I 29 Cozimento (+ 80 2C / 15min) l

-

I 32 Prensagem (saco de nylon e prensa mecanica) l
I Resfriamento / Corte/ Moagem da massa l

—

I Adigdo de Sal (£ 2 %) e outros ingredientes l

-

I Adicdo do creme (+20 C) / 32 Cozimento (+ 55 2C / 30 min) l

=

I Pré-resfriamento l

-

I Enformagem l

-

I Queijo Marajoara Tipo creme l

Figura 2. Fluxograma do processo de obtencdo do Queijo Marajoara tipo creme. 21




Observa-se na figura 2 que o leite ordenhado pela manh& e recebido na
queijaria, passa pelo processo de filtracdo, para remocéo das impurezas grosseiras.
Em seguida, sofre desnate para separacdo do soro da gordura e do creme. O soro é
deixado em repouso durante 24 horas a temperatura ambiente, para fermentacéo
espontanea. A massa resultante é colocada em sacos de nylon para dessora,
através de uma pré-prensagem (manual ou mecanica). E feita uma primeira lavagem
da massa com agua, em tachos de aco inoxidavel, e posteriormente a massa €
levada ao aquecimento de + 50°C.

A massa € prensada e submetida a uma segunda lavagem com &gua, e
cozida a + 80°C por 15 minutos. Em seguida ocorre nova dessora sendo entdo
submetida a uma terceira lavagem, desta vez com leite desnatado no lugar da agua
e passa por um segundo cozimento a 80 °C por 15 minutos. Segundo Finotelo
(1981), a adicéo do leite tem por finalidade reduzir a acidez da massa para + 13 °D.
Adicionam-se os ingredientes (sal) e cerca de 20% do peso total da massa, em
creme fresco retirado do leite da manhd, passando em seguida para um terceiro
cozimento ou “fritura” em que a massa permanece sob agitacdo continua por
aproximadamente 30 minutos. Deixa-se a massa esfriar por alguns minutos e
procede-se 0 envase. Bendelak (2004) constatou que algumas queijarias
comercializam o produto logo apés o processamento.

Um dos diferenciais do queijo marajoara € 0 processo de intenso cozimento
da massa. Segundo Scott (1991), o cozimento da massa provoca a contracdo da
matriz protéica com a subsequente eliminacdo de uma nova fracdo de soro e o
aumento da temperatura acelera o metabolismo das bactérias acido lacticas, tendo
como consequéncia a producdo de acido lactico e diminuicdo o pH. Esta acidez
facilita a retracdo das particulas, provocando uma nova expulsédo do soro.

A salga deste queijo, segundo Bendelak (2004), é realizada adicionando o
cloreto de sédio diretamente a massa, sendo que ndo ha controle da quantidade de
cloreto de sédio utilizado, nem de sua procedéncia. A importancia da salga € que ela
fornece sabor, reforca a sinerése e contribui para a preservacdo da maioria dos
queijos. O sal tem uma influéncia importante no controle microbiano e atividade
enzimatica na maturacéo do queijo (HUTKINS, 2006).

Devido a falta de padronizacdo do queijo marajoara, ndo ha controle de

fatores importantes durante a produgdo, como o bindbmio tempo x temperatura
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durante o processo de cocgao, alem de ndo existir uma quantidade padrdo de
ingrediente e controle de pH durante a fermentagédo espontanea.

2.3.2 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Queijo Marajoara

O Queijo Marajoara ndo apresenta uniformidade nas caracteristicas fisico-
quimicas do produto em funcdo basicamente da falta de padronizacdo de seu
processamento. Na tabela 2 € apresentada a caracterizacdo do queijo marajoara

obtida por diferentes autores.

Tabela 2. Média dos resultados de analise fisico-quimicas do Queijo Marajoara Tipo Creme

Finotelo* Gouvéa & Bendelak*  Figueiredo*

Determinacgédo (1981) Dias* (2004) (2004) (2006)
Umidade (%) 51,05 41,37 42,13 37,77

EST (%) 48,95 - - 55,27
Gordura (%) 22,5 28,78 30,99 34,4

pH 5,17 5,05 - -

Proteina (%) 24,24 21,85 - 19,25

RMF (%) - 2,28 2,72 3,99
Acidez (°D) - - 0,07 18,06 °D

*Média dos resultados encontrados pelos autores.

Gouvéa e Dias (2004) encontraram diferencas entre as determinacdes fisico-
guimicas quando avaliadas em bufalas no inicio e no fim da lactacdo. As diferencas
acentuadas sdo atribuidas a alteracdo da composicdo da matéria-prima em
circunstancia da época de lactacao.

De acordo com o teor de umidade, 0 queijo marajoara pode ser classificado
como “queijo de média umidade”, pois apresenta umidade entre 36,0% e 45,9%,
segundo a Portaria N° 146 de 07 de margco de 1996 (BRASIL, 1996). Ainda de
acordo com essa legislacédo e levando em consideracdo os resultados encontrados
por Finotelo (1981) e Figueiredo (2006), esse queijo pode ser classificado como
“queijo gordo”, pois apresenta teor de matéria gorda no extrato seco entre 45,0% e
59,9%.
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2.3.3 Caracteristicas Microbioldgicas do Queijo Marajoara

Brasil (1996) estabelece que o leite deve ser submetido a pasteurizacdo ou
tratamento térmico para garantir a inocuidade do produto e de seus derivados,
excecao para os queijos maturados por um periodo superior a 60 dias. A auséncia
de tratamento térmico no queijo artesanal marajoara implica na presenca de
bactérias acido lacticas, mas também, na possibilidade de presenca de micro-
organismos patogénicos, dai a importancia de maturacéo por mais de 60 dias.

Bendelak (2004) constatou que houve incidéncia de coliformes
termotolerantes (45 °C) acima do permitido pela RDC n® 12 (ANVISA, 2001) em
26,66% das amostras de Queijo Marajoara estudadas. A contaminacao por
coliformes termotolerantes indica falha no procedimento de higienizacdo e nas boas
praticas de producdo podendo inclusive resultar do contato do produto diretamente
com fezes.

Diversos pesquisadores obtiveram em seus experimentos auséncia de
Staphylococcus aureus e Salmonella spp nas amostras, apresentando-se dentro dos
padrdes exigidos na legislacdo para queijos de média umidade (GOUVEA & DIAS,
2004; LOURENCO et al., 2002; BENDELAK, 2004).

Figueiredo (2003) estudou a estabilidade microbiolégica do queijo marajoara e
observou que em relacdo a bactérias mesofilas, o produto apresentou auséncia até
14 dias apds sua fabricacao.

Gouvéa & Dias (2004) obtiveram valores para bolores e leveduras de 7,9x10?
UFC/g. Bendelak (2004) encontrou valores que variaram de <1,5x10%g até >1,5x10°
UFC/g logo apos a fabricacdo. Essas variacbes dependem do processamento
utilizado e da formulacdo do produto e dos aditivos utilizados. Nao ha legislacédo
vigente para estes tipos de micro-organismos — Bolores e leveduras — mas o
controle deve ser realizado ja que estes deterioram o produto.

E necessario levar em consideracdo que o processo de coc¢do, mesmo sem
controle de tempo-temperatura, contribui com a eliminacdo de parte da flora

microbiana.
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2.3.4 Caracteristicas Sensoriais do Queijo Marajoara

Figueiredo (2006) caracterizou o perfil sensorial do queijo marajoara
processado em duas localidades diferentes no Arquipélago do Maraj6, com
provadores treinados. O perfil sensorial obtido encontra-se na figura 3.

Cor - branca

9
8
7
6
5

Textura - Borrachamento Aroma - Lacteo

——ocal A
—4—Local B

it

Textura - Maciez Aroma - Acido

Gosto - Salgado Gosto - Acido

Figura 3. Perfil Sensorial do Queijo Marajoara
Fonte: Figueiredo (2006)

O queijo apresentou coloracao branca e aroma lacteo mais perceptivel que o
aroma acido, caracterizando que o derivado possuia pouca acidificacdo. Seu gosto é
levemente acido e, apesar da elevada quantidade de sal utilizada na fabricacdo, o
gosto salgado nao foi perceptivel pelos provadores. No atributo textura, o produto foi
considerado como um derivado de grande maciez e borrachamento pouco
perceptivel. A aceitabilidade do produto também foi destacada, ja que houve cerca
de 85% de aceitagdo nos quesitos aroma, sabor, textura e cor (FIGUEIREDO, 2006).

Lourenco (1999) identificou compostos volateis presentes no Queijo Marajoara.
As substancias identificadas em maior percentual foram o 2-4 Decadienal (24%), o
2-Nonenal (12,30%) e o 2-Hexenal (9,05%) indicando que os aldeidos encontrados

comprovadamente contribuem para o “flavor” do Queijo Marajoara.
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2.4 CULTURA LACTICA E A MICROBIOTA LACTICA DE QUEIJOS

A primeira producdo de alimentos fermentados foi baseada em fermentacao
espontanea devido ao desenvolvimento de microflora naturalmente presente na
matéria-prima do produto. Ao longo do tempo a fermentacdo espontanea foi
otimizada através da pratica de back-slopping, ou seja, a inoculagdo de uma
pequena quantidade de matéria-prima obtida de uma fermentacdo bem sucedida
(LEROY & VUYST, 2004).

A microflora do queijo pode ser dividida em dois grupos: Bactérias &cido
lacticas e micro-organismos secundarios.

As bactérias lacticas starters® estéo envolvidas na producéo de acido durante
a fabricacdo do queijo e contribuem no processo de maturagdo. Os micro-
organismos secundarios nao contribuem para a producéo de acido, mas geralmente
desempenham um papel significativo durante a maturacdo. A microflora secundaria
compreende bactérias que ndo produzem acido, mas que crescem internamente em
uma grande variedade de queijos, além de leveduras e/ou bolores, que crescem
internamente ou externamente e sdo usualmente Unicas para uma variedade de
queijo especifica ou tipos estreitamente relacionados (BERESFORD et al, 2001).

Na fabricacdo de queijos, cepas cuidadosamente selecionadas de diferentes
bactérias acido lacticas sdo adicionadas ao leite pouco antes da adicdo do coalho.
Essas bactérias sdo chamadas de culturas lacticas, ou fermento lactico, tendo como
funcdo iniciar a producgdo de acido lactico, sendo por isso também conhecidas como
culturas starters, promovendo o coalho, auxiliando na dessora (reduzindo assim o
teor de umidade) e inibindo o crescimento de bactérias ndo desejaveis (FOX, 2000).

A adicao direta de culturas starter selecionadas na matéria-prima tem sido um
avango no processamento de alimentos fermentados, resultando em um alto grau de
controle da fermentagédo e permitindo uma maior padronizagdo do produto final
(LEROY & VUYST, 2004).

Segundo Fox (2000) as culturas lacticas além de serem micro-organismos

produtores de acido lactico, sdo também fermentadoras de acido citrico e citratos,

® Bactérias &cido lacticas starters: Bactérias que iniciam a producéo de acido lactico.
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responsaveis pelo sabor e aroma caracteristicos dos queijos, contribuindo dessa
forma na qualidade do produto final. Os micro-organismos responsaveis pela
producado de &cido lactico multiplicam-se intensamente durante as etapas iniciais de
fabricacdo do queijo, promovendo o abaixamento do pH e criando condi¢cdes mais
propicias ao desenvolvimento da flora aromatizante, cujo metabolismo resulta na
formacg&o de compostos volateis.

Culturas lacticas em geral, sdo Gram-positivas, catalase negativa
heterotréfica que metabolizam acucares, por meio de metabolismo
homofermentativo ou heterofermentativo. A classificagdo das culturas varia no que
diz respeito & tolerancia de sal, osmotolerancia®, aerobiose e outras condicdes
ambientais, atribuindo esta ultima a diversidade de habitats com que s&o associados
(HUTKINS, 2006).

Tais culturas podem consistir de uma Unica estirpe utilizada isoladamente ou
em combinagdes ou em misturas de cepas indefinidas (culturas mistas). Podem ser
mesofilicas ou termofilicas. Entre as culturas mesofilicas estdo incluidas
Leuconostoc spp e Lactococcus, enquanto que entre as culturas termofilicas estéo
desde Streptococcus thermophilus e Lactobacillus sp., até Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ou Lactobacillus delbrueckii subsp.
Lactis (HASSAN & FRANK, 2001).

Culturas starters mistas mesofilicas sdo classificadas por sua composi¢ao:
tipo “O” sdo compostas por Lactococcus, culturas que nao fermentam citrato;
Culturas tipo “B” contém Leuconostoc spp. e Lactococcus que ndo fermentam
citrato; culturas tipo “D” contém tanto Lactococcus citrato-fermentativo quanto
Lactococcus citrato-ndo fermentativo, mas ndo contém Leuconostoc spp; culturas
tipo “BD” contém Leuconostoc spp bem como Lactococcus encontrados em culturas
tipo “D” (HASSAN & FRANK, 2001).

Culturas puras, isoladas de ecossistemas complexos de alimentos
fermentados naturalmente, apresentam uma diversidade de atividades metabdlicas
que divergem fortemente quando comparaveis as cepas utilizadas como starters
industriais a granel. Estes incluem diferencas na taxa de crescimento,

comportamento competitivo em culturas mistas, adaptacdo a um determinado

* Osmotolerancia: A capacidade de resistir altas concentracdes de soluto.

27



substrato ou matérias-primas, propriedades antimicrobianas e atributos de
qualidade, como sabor e aroma. Cepas selvagens necessitam suportar a
concorréncia de outros micro-organismos para sobreviver no seu ambiente natural
hostil, de modo que muitas vezes produzem antimicrobianos tais como bacteriocinas
(LEROY & VUYST, 2004).

Beresford et al. (2001) mostram na tabela 3, algumas bactérias acido lacticas
presentes em culturas starters e as caracteristicas bioguimicas que podem ser

utilizadas para diferencia-las.
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Tabela 3. Taxonomia e algumas caracteristicas especificas de Bactérias Acido Lacticas encontradas em culturas starters.

Micro-organismo Forma Producéao de acido Metabolismo de Crescimento Fermentacao®

lactico no leite® (%) citrato

10°C 40°C 45°C Glu Gal Lac

Streptococcus coccos 0,6 - - + + + - +
thermophilus
Lactobacillus bacillus 2,0 - - + + + + +
helveticus
Lactobacillus bacillus 1,8 - - + + + - +
delbrueckii ssp.
bulgaricus
Lactobacillus bacillus 1,8 - - + + + +/- +
delbrueckii ssp.
Lactis
Lactococcus lactis COCCcos 0,8 - + - - + + +
ssp. Cremoris
Lactococcus lactis COCCOoS 0,8 +/- + + - + + +
ssp. lactis
Leuconostoc lactis coccos <0,5 + + - - + + +
Leuconostoc coccos 0,2 + + - - + + +

mesenteroides ssp.

cremoris

Fonte: Cogan e Hill, 1993. In: Beresford et al., 2001°.

& +/-, maioria das cepas positivas;
® Estes s&o valores aproximados; cepas isoladas variam.

¢ Glu, Glicose; Gal, Galactose; Lac, Lactose
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Cogan et al (1997) obtiveram 4.379 bactérias isoladas e caracterizadas de 35
produtos, dos quais 24 eram queijos artesanais. Observou-se uma ampla variedade
de bactérias, entre elas Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus mesofilicos, Leuconostoc e Lactobacillus termofilicos, com capacidade
de producédo de acido, exopolissacarideos e bacteriocinas.

2.5 CLASSIFICACAO DAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Segundo Axelsson (2004), had 12 tipos de bactérias &acido lacticas:
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Vagococcus, Aerococcus, Pediococcus,
Tetragenococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactobacillus e
Carnobacterium.

Durante a producdo de queijo, somente cinco géneros das bactérias citadas,
sdo utilizadas como culturas lacticas starters: Lactococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Streptococcus e Lactobacillus (FOX et al, 2000).

Entre as culturas starters mesofilicas utilizadas na producdo de queijo
encontram-se Lactococcus lactis sp. lactis (L. lactis) e Lactococcus lactis ssp.
cremoris (L. cremoris). Estes starters sdo utilizados para 0s queijos com
temperaturas moderadas de processamento (<40 °C), como queijo tipo Gouda e
Edam. Para queijos que requerem altas temperaturas durante o processamento, séo
utilizadas culturas termofilicas como Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
helveticus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Quando ¢é desejavel
“olhaduras” no queijo, € utilizadas culturas formadoras de gas, como L. lactis ssp.
lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides, ou Propionibacterium
shermanii (HELLER et al, 2008).
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25.1 Lactococcus

Os Lactococcus sdo os principais micro-organismos mesofilos utilizados para
producdo de &cido em fermentacdes de leite. Sdo homofermentativos e quando
cultivados em leite, mais de 95% do seu produto final é acido lactico. Estao
intimamente associados com produtos lacteos, mas das cinco espécies atualmente
reconhecidas, apenas uma, Lactococcus lactis, é efetivamente utilizado em produtos
lacteos. Trés subespécies de Lactococcus lactis podem ser distinguidas:
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris e Lactococcus
lactis subsp. hordniae (HASSAN & FRANK, 2001; AXELSSON, 2004).

Lactococcus lactis subsp. lactis possui maior tolerancia ao calor e ao sal,
desenvolvendo-se a 40°C em presenca de até 4% de NaCl, enquanto que o
Lactococcus lactis subsp. cremoris, desenvolve-se com até 2% de NaCl. Uma
variante do Lactococcus lactis (Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis)
converte citrato em diacetil, diéxido de carbono e outros compostos que sé&o
responsaveis pelo sabor e aroma amanteigado do queijo. Acredita-se que o
Lactococcus lactis subsp. cremoris oferece um melhor sabor no queijo do que
Lactococcus lactis subsp. lactis ( HASSAN & FRANK, 2001; FOX et al, 2000).

Os Lactococcus sao utilizados na elaboracédo de queijos de massa cozida a
baixas temperaturas, produzindo acido lactico com muita rapidez e reduzindo seu
tempo de utilizacdo, ja que ao longo do tempo algumas cepas podem produzir
sabores estranhos no queijo (SCOTT, 1991).

25.2 Leuconostoc

Leuconostoc sdo bactérias mesofilas, com crescimento O6timo em
temperaturas que variam 18°C a 25°C. Algumas espécies sao capazes de crescer
em temperaturas abaixo de 10°C, possuem forma de cocos e sao
heterofermentativas. Algumas também produzem exopolissacarideos a partir da

sacarose (HUTKINS, 2006; HASSAN & FRANK, 2001).
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Além disso, embora Leuconostocs geralmente diminuam o pH do meio para
4,5 - 5,0, a producédo de acido de algumas espécies sao relativamente modestas,
principalmente quando comparadas aos Lactobacillus homofermentativos ou outras
bactérias acido lacticas (HUTKINS, 2006).

Os géneros que sao utilizados em fermentacéo lactica incluem Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris e Leuconostoc lactis, que produzem quantidades
significativas de diacetil a partir do citrato presente no leite, sendo que o
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, tem sido utilizado nos produtos lacteos
industriais para este fim (HUTKINS, 2006; AXELSSON, 2004).

Em culturas starters, Leuconostoc spp. sdo combinados com lactococcus
guando a producdo de diacetil e dioxido de carbono sdo desejados além da
acidificacdo (HASSAN & FRANK, 2001).

2.5.3 Streptococcus

Antigamente 0s géneros Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, e
Vagococcus faziam parte de um Unico género: Streptococcus. O Unico tipo de
Streptococcus sp utilizado em fermentacfes de leite é o Streptococcus thermophilus
sendo diferenciado de outros Streptococcus e Lactococcus, pela resisténcia ao
calor, a capacidade de crescer a 52°C e de fermentar um limitado numero de
carboidratos. A maioria dos produtos lacteos submetidos a altas temperaturas
durante a fermentacao (>40°C) é acidificados pelo crescimento combinado de S.
thermophilus e Lactobacillus spp. O Streptococcus thermophilus tem capacidade
proteolitica limitada, embora possuam muitos tipos de enzimas proteoliticas
(AXELSSON, 2004; HASSAN & FRANK, 2001).

O S. thermophilus, tal como outras bactérias acido lacticas, é responsavel
pela producéo de &cido lactico, mas pode também sintetizar exopolissacarideos, que
normalmente transmitem uma desejavel "pegajosidade” ou textura viscosa aos
produtos lacteos fermentados. E altamente adaptado ao meio lactico convertendo,
de forma rapida, lactose para acido lactico (FOX et al, 2004; HUTKINS, 2006).
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Estes micro-organismos possuem temperatura 6tima mais elevada (40°C a
42°C), com temperatura maxima de crescimento a 52°C, e tolerancia térmica acima
de 60°C. Séao tolerantes ao sal e possuem uma diversidade metabdlica limitada.
Suas necessidades nutricionais sdo um pouco mais exigentes do que lactococcus
(HUTKINS, 2006).

2.5.4 Enterococcus

Enterococcus sédo micro-organismos cujo habitat natural é o trato intestinal do
homem e de animais. Eles sdo gram-positivos em forma de cocos, catalase-
negativo, homofermentativos, produzindo &cido lactico a partir de glicose. Sao
tolerantes ao sal e ao calor, crescendo geralmente em presenca de até 6,5% de
NaCl e até 45°C (HASSAN & FRANK, 2001; FOX et al, 2000).

Uma vez que a principal fonte de muitos deles é material fecal, sdo usados
como indicadores da seguranca alimentar, tendo um possivel envolvimento com
doencas de origem alimentar. Sao considerados culturas starters porque s&o
comuns nas culturas artesanais e sdo considerados desejaveis para transmitir
sabores aos queijos feitos com essas culturas. Algumas cepas de enterococcus
podem produzir bacteriocinas inibitérias contra bactérias deterioradoras ou
patogénicas, podendo assim, ser utilizadas como culturas protetoras na industria
leiteira (FOX et al, 2000; BHARDWAJ et al, 2008).

Ao contrario dos Lactococcus, os Enterococcus ndo sdo destruidos por
pasteurizacdo e podem ser encontrados em grandes nimeros em muitos queijos.
Sua populacdo no final da maturacdo pode alcancar até 10’ UFC.g™* de acordo com
o tipo queijo. As espécies isoladas mais frequentemente sdo Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium e Enterococcus durans (FOX et al, 2004).

Serio et al (2007) isolaram e identificaram 70 estirpes de enterococcus no
gueijo Pecorino Abruzzese, das quais 48,5% eram Enterococcus faecium, 40% eram
Enterococcus faecalis e 11,5% Enterococcus durans. Suas pesquisas mostram
resisténcia a antibioticos por parte de E. faecium e auséncia de genes virulentos em

E. durans. A comparacdo desses resultados com estudos anteriores indica que
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enterococcus isolados de queijo Pecorino Abruzzese tém baixo potencial
patogénico.

Altos niveis de contaminacéo de enterococcus poderiam levar a deterioracéo
das propriedades sensoriais em alguns queijos, mas também desempenhar o papel
benéfico na maturacdo do queijo e desenvolvimento do aroma (BHARDWAJ et al,
2008).

2.5.5 Lactobacillus

O género Lactobacillus € de longe o maior dos géneros incluidos nas
bactérias acido lacticas. Possui grande variedade de propriedades fisioldgicas,
fenotipicas e bioquimicas devido a sua forma de bacillus. O género pode ser dividido
em trés grupos, com base na fermentacdo final: homofermentativos,
heterofermentativos facultativos e heterofermentativos (HASSAN & FRANK, 2001;
AXELSSON, 2004).

Lactobacillus homofermentativos fermentam exclusivamente aculcares
hexoses para producéo de acido lactico pela via glicolitica. Este grupo inclui todos os
lactobacillus termofilos encontrados em fermentos (Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis).
Eles crescem em temperaturas (>45°C) mais altas do que nos outros grupos de
lactobacilos além de serem termoduaricos (HASSAN & FRANK, 2001; FOX et al,
2000).

Lactobacillus heterofermentativos facultativos fermentam
homofermentativamente hexoses a lactato, e heterofermentativamente pentoses e
gluconato a lactato e acetato. Este grupo inclui varios dos lactobacilos encontrados
em culturas artesanais e queijos maturados, como Lb. cavalete, Lb. paracaseli, Lb.
plantarum, e Lb. curvatus (FOX et al, 2000). Segundo Hassan & Frank (2001),
Lactobacillus casei ndo é normalmente encontrado em fermentos, mas esta
associada com a fermentacdo secundaria benéfica durante a maturagéo do queijo.

Lactobacillus heterofermentativos fermentam acucares

heterofermentativamente para concentracdes equimolares de lactato, etanol e CO..
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Os Unicos relatados na literatura em queijo s&o Lactobacillus brevis e

Lactobacillus fermentum, que sdo considerados bactérias ndo starters (FOX et al,
2000). De acordo com Hassan & Frank (2001), este grupo de Lactobacillus pode

causar sabor indesejavel e formacdo de gas durante a maturacdo do queijo. Na

tabela 4 encontram-se algumas caracteristicas dos Lactobacillus de acordo com

cada grupo.

Tabela 4. Algumas caracteristicas do género Lactobacillus.

Caracteristicas Bactérias Bactérias Bactérias
Homofermentativas Heterofermentativas Heterofermentativas
facultativas
Fermentacdo de - + -
Pentose

CO; a partir de glicose - -

CO; a partir de - + +
Gluconato
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. delbriickii Lb. curvatus Lb. buchneri
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. fermentum
Lb. salivarius Lb. Sakei Lb. reuteri

Fonte: AXELSSON (2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SELECAO E COLETA DE AMOSTRAS

As amostras de soro de queijo (SA, SB e ST) e de queijo (A, B e C) foram
coletadas durante o processamento do queijo marajoara nas unidades produtoras no
municipio de Soure e identificadas conforme a tabela 5. Cada amostra do queijo foi
composta de 6 porcdes coletadas ao final do processamento e cada amostra de
soro, composta por 500 mL do soro obtido ao final da primeira dessoragem. As
amostras de queijos eram frescas e sem maturacdo e as amostras de soro foram

coletadas no mesmo dia da dessoragem.

Tabela 5. Identificacdo, Tipo de amostras, Localizacdo e Periodo de Coleta

Nome da Localizacao Tipo Periodo de
amostra Coleta
(més/ano)
Agroindustria 1 (Seca) Queijo 09/2009
B Agroindustria 2 (Seca) Queijo 09/2009
C Agroindustria 3 (Seca) Queijo 09/2009
SA Agroindustria 1 (Seca) Soro 09/2009
ST Agroindustria 1 (Alagado) Soro 02/2010
SB Agroindustria 2 (Alagado) Soro 02/2010

A coleta foi realizada em dois periodos de grande variagdo de clima na llha
do Marajo (Tabela 5), no periodo de alagado, em que a producdo de queijo &
intensa, e no periodo de seca, em que a producdo é escassa. Foram utilizados
sacos de coleta estéreis para as amostras de queijo e recipientes de vidro
esterilizados para as amostras de soro, seguido da identificacdo das amostras e do
transporte em gelo para o Laboratério de Microbiologia de Alimentos da

Universidade Federal do Para, em um periodo de até 12 horas de sua producéo.
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3.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS, ISOLAMENTO E CONTAGEM DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS

As 6 porcdes, de 25 gramas, de cada uma das amostra do Queijo Marajoara
foram trituradas e misturadas. ApGs isso retirou-se uma amostra representativa de
25g para realizacdo das andlises. Em seguida foram homogeneizadas em
Stomacher (Marca Seward) com 225ml de solucéo peptonada a 0,1% (Himedia)

As amostras de soro foram homogeneizadas para obtencdo de amostras
representativas de 25 mL de cada amostra. Sendo entdo realizado o plaqueamento
sem diluicdo e com as diluicdes de 10" e 1072

As amostras diluidas foram semeadas, em profundidade, nos meios agar M17
(Marca Himedia) e 4gar MRS (Marca Himedia) com posterior incubacao a 32°C, por
72 horas.

ApoOs incubacédo, coldnias caracteristicas de bactérias lacticas (pequenas,
arredondadas e opacas) foram selecionadas aleatoriamente das placas contendo
entre 25 e 250 UFC e transferidas para tubos contendo caldo MRS (Marca Himedia)
modificado pela adicdo de 50% de LDR - Leite Desnatado Reconstituido MOLICO®
a 10% e incubadas a 30°C, por 48 horas, ou até coagulacdo do meio. Em seguida,
avaliou-se a pureza dos isolados por microscopia sendo as colénias Gram-negativas
descartadas.

Quando necessario, foi realizada a purificacdo das colbnias através de
estriamento da cepa em agar MRS a 32°C por 48 horas.

Dos isolados que apresentaram caracteristicas de coagulacdo no caldo MRS
modificado com 50% de LDR, Gram-positivos e catalase negativa, foram escolhidas
aleatoriamente 20 para serem submetidos aos testes bioquimicos.

Concluidas as analises bioquimicas as bactérias lacticas foram selecionadas
de acordo com a chave de classificacdo do Bergey’'s Manual of Determinative

Bacteriology (1994) e com as caracteristicas apresentadas na tabela 6.
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Tabela 6. Caracteristicas Diferenciais de Bactérias Acido LActicas em forma de coccos

Caracteristicas L. lactis ssp L. lactis ssp. L. lactis ssp. L. E. E. E. E. S.
lactis diacetylactis cremoris raffinolactis faecalis faecium avium durans thermophilus
Crescimento a
10 °C + + + + + + + + -
Crescimento a
40 °C + + - - + + + + +
Crescimento a
45 °C - - - - + + + + +
Crescimento em
2% NacCl + + + + + + + + +
Crescimento em
4% NaCl + + - - + + + + }
Crescimento em
6.5% NaCl - - - - + + + + -
Hidrolise de
Arginina + + - - + + + + -
Acido formado
por
Maltose + + - + + + + + -
Manitol + + - + + + + - -
Sorbitol - - - + + + + - -
Glicose + + + + + + + + +

Fonte: Bulut (2003)
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3.3 TESTES BIOQUIMICOS

3.3.1 Coloracédo de Gram

O teste é utilizado na diferenciacdo de bactérias por observacédo microscopica
apos coloragdo. A cor azul parpura indica bactéria Gram-positiva, e a cor vermelha

indica bactéria Gram-negativa.

3.3.2 Teste de Catalase

Submeteu-se os isolados Gram-positivos ao teste de catalase® segundo Bulut
(2003), que consiste na inoculacdo do isolado em Agar MRS (Himedia) inclinado,
seguido de incubacéo a 30 °C por 24 h. Apos esse periodo adicionou-se trés gotas
de peroxido de hidrogénio (Vetec) (3,0%) sobre as coldnias. O teste foi considerado
positivo para bactérias lacticas com a observacdo da nao efervescéncia durante a

andalise.

3.3.3 Producéao de Gas

O teste diferencia isolados homofermentativos e heterofermentativos a partir
da producdo de CO,. Assim, os isolados foram incubados em caldo MRS (Himedia)
com tubos de Durham invertidos por 5 dias a 30 °C. A presenca de gas nos tubos de

Durham evidencia a producao de CO; a partir de Glicose (BULUT, 2003).

® O teste consiste na observacdo da presenca da enzima catalase. Quando em presenca de
peroxido de hidrogénio, a enzima quebra o composto produzindo agua e oxigénio, gerando bolhas de

gas durante a reacao.
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3.3.4 Hidrdlise da Arginina

Os isolados que se apresentaram caracteristicos de bactérias acido-lacticas,
foram submetidos a avaliacdo de hidrolise de arginina. Seguindo a metodologia
descrita em Silva (2007), cultivaram-se os isolados em caldo descarboxilase de
Moeller com arginina (Himedia), para observacdo da mudanca de coloracéo, seguido
de incubacgéo a 30 °C/24-48 h.

Os isolados inoculados que hidrolisam arginina, modificam a cor do caldo
primeiramente para amarelo, devido a producdo de acido lactico e depois para
violeta, por causa da producdo de amoénia. Por outro lado, os isolados que néo
hidrolisam arginina, modificam a coloracéo do caldo para um amarelo intenso devido

a producdo somente de acido lactico.

3.3.5 Crescimento a 2,5; 4,0 e 6,5 % NaCl;

Cultivaram-se os isolados em Caldo Bacto Lactose (Himedia) contendo 2,5;
4,0 e 6,5% de cloreto de sédio (Vetec). Seguiu-se a incubacédo a 30 °C por 48 h.
Apés esse periodo, o crescimento dos isolados foi avaliado de maneira visual

através da observacéao da turbidez do meio (HOLT, et al. 1994).

3.3.6 Crescimento apH9,2e9,6

Procedeu-se a avaliacdo dos isolados em relagdo a capacidade de
crescimento em pH de 9,2 e 9,6 utilizando o meio Caldo Triptona de Soja (Himedia).
O pH do caldo esterilizado foi ajustado para 9,2 e 9,6 com solugdo de NaOH a 1%,
esterilizada através de filtracdo por membrana GS 0,22 pum, 25mm de diametro
(Millipore). Aliquotas foram retiradas e o pH mensurado através de pHmetro

(MARCA). Em seguida procedeu-se a inoculacdo do isolado em 5 mL do caldo,
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seguido de incubacdo a 30 °C por 48 h. O crescimento do micro-organismo foi
identificado pela turvacédo do meio (HOLT, et al. 1994).

3.3.7 Crescimento a 10, 30, 40 e 45 °C

Os isolados foram avaliados quanto a capacidade de crescimento em Leite
Desnatado Reconstituido (12 %) nas temperaturas de 10 °C por 7-30 dias e 30, 40 e

45 °C por 48h. A coagulacéo do leite indicou resultado positivo (LEITE, 1993).

3.3.8 Fermentacdo dos carboidratos glicose, maltose, manitol e
sorbitol

Foi avaliada a capacidade de crescer em caldo base com puarpura de
bromocresol (Himedia) adicionado de um acucar especifico. Inicialmente preparou-
se uma solucdo dos carboidratos glicose (Nuclear), maltose (Himedia), manitol
(Nuclear) e sorbitol (Vetec), a 10%, esterilizada por meio de filtracdo em membrana
GS (Millipore, 0,22u). Acrescentou-se a solucdo, de maneira asséptica, ao meio
caldo base com purpura de bromocresol ja esterilizado, até atingir uma concentracéo
final de 1 % no meio. As culturas foram inoculadas e incubadas a 30 °C por 48 h. O
desenvolvimento de coloragdo amarela indicou resultado positivo para a
fermentacdo dos carboidratos e coloracdo violeta resultado negativo (FURTADO,
1990).

3.4 SELECAO DE DOIS MICRO-ORGANISMOS ISOLADOS PARA A
CONSTITUICAO DA CULTURA EXPERIMENTAL

Com base nos resultados de caracterizacao dos isolados, dois destes foram

selecionados para compor a cultura experimental, nas seguintes proporc¢des 50% de
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Lactococcus lactis e 50% de Streptococcus thermophilus, e mantidos

separadamente até o momento da produc¢do dos queijos.

3.4.1 Preparo da Cultura Experimental

A cultura experimental foi obtida a partir de dois microrganismos isolados e
caracterizados bioquimicamente, ativados separadamente em caldo MRS por 12 h,

seguido de inoculacdo em caldo LDR 10% e posterior incubacédo a 30 °C por 24 h.

3.5 UTILIZACAO DA CULTURA EXPERIMENTAL DO QUEIJO MARAJOARA

Dois lotes de Queijo Marajoara foram fabricados, na prépria llha do Marajo,
sendo um lote fabricado de maneira tradicional e em outro lote empregado a cultura
experimental, procurando-se manter neste Ultimo o processo de fabricacao

tradicional do queijo.

3.5.1 Fabricagéo do Queijo Marajoara de Estudo

O fluxograma da Fabricacdo do Queijo Marajoara utilizada € mostrado na

Figura 4.
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Recepc¢do do Leite Cru in natura na Queijaria

Filtracdo

Desnate do leite

Fermentacdo espontanea (24h)

Corte

Mexedura - Aquecimento (15 min.)

Dessoragem

Adicdo de agua - Aquecimento (15 min.)

Dessoragem

Adicdo de Leite Fresco e desnatado

Aguecimento (15 min.)

Dessoragem

Resfriamento

Moagem da Massa

Adicao de Sal e outros ingredientes

Adicdo de Creme - Cozimento (30 min.)

Pré-resfriamento

Enformagem

Queijo do Marajo

Figura 4. Fluxograma da Produc¢ado do Queijo Marajoara
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Utilizou-se 20L de leite de bufala para cada lote. A cultura experimental foi
adicionada ao leite no momento inicial da fermentacdo esponténea, logo apos a
etapa de desnate do leite de um dos lotes, na proporcdo de 1% (v/v). O Queijo
tradicional Marajoara foi posteriormente codificado como QP e o Queijo adicionado

de cultura foi codificado como QE.

3.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS DOS QUEIJOS DE ESTUDO
PRODUZIDOS NA AGROINDUSTRIA

As andlises microbioloégicas foram realizadas para avaliacdo do
desenvolvimento microbiano de bactérias mesdfilas, bactérias lacticas e coliformes
termotolerantes nos dois processos.

A preparacdo das amostras ocorreu conforme descrito anteriormente no

tépico 3.2.

3.6.1 Contagem de Bactérias Mesofilas

Foram transferidas aliquotas de 1mL da amostra a partir de diluicbes decimais
em duplicata, para placas de Petri contendo Agar Padrdo de Contagem (Marca
Himedia), sendo estas incubadas a 37 °C por 48 horas. Os resultados foram

expressos em log UFC/g.

3.6.2 Contagem de Bactérias Lacticas

Foram transferidas aliquotas de 1mL da amostra a partir de diluicbes decimais
em duplicata, para placas de Petri contendo agar MRS (Marca Himedia) com
posterior incubacdo a 32 °C, por 48 horas. Os resultados foram expressos em log
UFC/g.
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3.6.3 Coliformes Termotolerantes

As determinagdes de Coliformes termotolerantes foram realizadas a partir de
diluicbes decimais, utilizando-se a técnica do nimero mais provavel (NMP). Para o
teste presuntivo utilizou-se o caldo Lauril Triptose (Marca Himedia) com posterior
incubacédo a 36°C por 48 horas. Em caso de resultado positivo — tubos com presenca
de gas — procedeu-se a repicagem para tubos contendo caldo EC (Marca Himedia)
seguido de incubag&do em banho maria a 45,5°C por 24-48 horas.

3.7 ANALISE SENSORIAL

Apos um periodo de cinco dias de maturacao procedeu-se a analise sensorial
dos queijos. As amostras inicialmente foram submetidas a um teste de diferenca
Duo-Trio, para avaliar se existem diferencas ocasionadas com a adi¢cado da cultura
isolada. Em seguida foram avaliadas aceitacdo de cor, sabor, maciez e aparéncia

global, através de escala hedbdnica estruturada de nove pontos, conforme a Figura 5.
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Amostra: Queijo Marajoara
Julgador: Data:__/_ [/
Idade:

Vocé estd recebendo uma amostra padrao (P) e duas amostras codificadas de Queijo do
Marajé. Deguste cuidadosamente cada uma das amostras, da esquerda para direita, e faga

um circulo na amostra igual a amostra padrao (p).

395 783

Agora avalie as amostras codificadas, da esquerda para a direita, e diga o quanto gostou e

desgostou de cada atributo do produto de acordo com a escala abaixo:

9 - Gostei muitissimo Amostra 395 Nota
8 - Gostei muito Sabor:
7 - Gostei regularmente Cor:
6 - Gostei ligeiramente Maciez:
5 - Ndo gostei, nem desgostei Aparéncia Global:
4 - Desgostei ligeiramente
3 - Desgostei regularmente Amostra 783 Nota
2 - Desgostei muito Sabor:
1 - Desgostei muitissimo Cor:
Maciez:
Aparéncia Global:

Figura 5. Ficha aplicada durante a Analise Sensorial.

A equipe de provadores foi formada por cinquenta provadores nao treinados
de ambos os sexos, e a avaliacdo das amostras foram realizadas no Laborat6rio de
Analise Sensorial de Alimentos da Universidade Federal do Para. Cada amostra foi
codificada com um numero de trés digitos e apresentadas cortadas em retangulos
de, aproximadamente, trés centimetros de altura por um centimetro de base (3x1

cm).
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada analise estatistica através do teste de Analise de Variancia —
ANOVA - ao nivel de 5% de significancia. As andlises estatisticas foram realizadas

com o auxilio do software Statistica 7.0 (StatSoft).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS LACTICAS

Os resultados da inoculacdo das amostras de queijo e soro para obtencao

dos isolados, em agar MRS e agar M17 estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Contagem Microbiana Logaritmica (log UFC/g ou mL) da média da duplicata e

Desvios Padrdes.

Amostra Agar MRS Agar M17
A <1,00 + 0,000 <1,00 = 0,000
B 6,38 + 0,026 6,39 + 0,013
C 4,42 + 0,598 5,67 + 0,039
SA 5,69 £ 0,013 4,95 + 0,069
ST 6,38 + 0,027 7,27 £ 0,067
SB 8,20 = 0,038 >8,40 + 0,000

A, B e C: amostras de queijo
SA, ST e SB: soro de queijo

Observa-se que a amostra A ndo apresentou crescimento de bactérias a
niveis representativos, nos dois meios de cultura, diferenciando-se das demais
amostras de queijo e de soro. E possivel que esse queijo tenha passado por um
tratamento térmico mais severo durante o processamento, o que inviabilizou o
isolamento de micro-organismos. Deve-se ressaltar que durante o processamento
ocorrem dois cozimentos a aproximadamente 80°C. Observa-se também que as trés
amostras de soro apresentaram crescimento de micro-organismos que variaram de
4,95 a >8,40 ciclos logaritmicos, enquanto que para 0 queijo essa variagdo foi de
<1,00 a 6,39 ciclos, portanto o soro do queijo apresentou maior contagem de
bactérias do que o queijo marajoara.

O crescimento das bactérias para as amostras A, B, C, SA e ST foram
semelhantes nos dois meios de cultura utilizados e ndo houve diferenca significativa

na contagem média entre os meios. Na amostra SB a contagem em agar M17 foi
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superior a contagem obtida em agar MRS, o primeiro apresentando-se em

guantidades incontaveis na maior dilui¢&o.

4.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

Apoés a contagem das placas, foram isoladas 283 colonias bem definidas e
caracteristicas de bactérias lacticas, sendo 83 isolados provenientes da coleta
realizada no periodo de seca e 200 isolados da coleta realizada no periodo de
alagado.

Todos os isolados apresentaram crescimento e coagulacdo do leite quando
inoculados em caldo MRS modificado pela adicdo de 50 % de LDR. Assim, 0s

isolados entdo foram submetidos aos testes de Coloracéo de Gram e Catalase.

4.2.1 Coloracdo de Gram e Teste de Catalase

As colbnias isoladas foram submetidas a coloracdo para avaliagdo da forma e
caracteristica de Gram e a verificacdo da atividade de catalase. Dos 283 isolados,
246 se apresentaram Gram-positivos, todos possuindo forma de coccos, em arranjos

de cadeia ou aglomerados, como pode ser visualizado na figura 6.

Figura 6. Coloracdo de Gram da amostra, mostrando a morfologia de coccos
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ApGs este teste os 246 isolados Gram positivos foram submetidos ao teste de
verificacdo de atividade de catalase. Destes, 159 isolados (64,63 % do total de
isolados) apresentaram-se como catalase negativa. Veljovic et al (2007), obteve 253
bactérias Gram-positivas e catalase negativas, representando 82,68% do total inicial
encontrado em meios agar M17 e 4gar MRS, em queijo Zlatar artesanal produzido
sem adicao de qualquer cultura starter.

A quantidade de isolados confirmados Gram-positivos e catalase negativos
nao apresentaram diferenca significativa entre 0os meios, mas apresentaram
diferenca significativa entre os periodos de coleta. Dos 83 isolados obtidos somente
no periodo de seca, 10 foram confirmados Gram-positivos e catalase negativos,
sendo 12,05 % dos confirmados oriundos do agar MRS e 1,20 % do agar M17.

Para os 200 isolados obtidos somente no periodo de alagado, 148 foram
confirmados Gram-positivos e catalase negativos, sendo 36,5 % dos confirmados
oriundos do agar MRS e 37,5 % oriundos do agar M17. Do total de isolados obtidos
tanto no periodo de seca quanto de alagado, 159 isolados foram confirmados Gram-
positivos e catalase negativos, sendo destes 6,92 % obtidos no periodo de seca,
enquanto que 93,08 % foram obtidos no periodo de alagado. Observou-se que na
época de alagado, isolados com caracteristicas de bactérias lacticas sédo
significativamente mais perceptiveis do que isolados obtidos na época de seca. Isso
pode ser atribuido as mudancas climéaticas que afetam a qualidade do leite e sua
composi¢do quimica, podendo haver escassez de nutrientes as bactérias
fastidiosas. Baseado neste fato, col6nias caracteristicas de bactérias &cido lacticas
podem ser encontradas em maior nimero no periodo de alagado do que no periodo
de seca. ApOs esses testes, as colbnias Gram-positivas e catalase negativas foram

submetidas aos demais testes bioquimicos para identificagdo preliminar.

4.2.2 Diferenciacédo Bioquimica

De um total de 159 isolados Gram-positivos e catalase negativos, vinte foram

escolhidos aleatoriamente, para a identificacdo através das caracteristicas
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bioguimicas. As Figuras 7a e 7b mostram os resultados obtidos para os testes de
hidrélise de arginina e fermentacdo de carboidratos respectivamente. Os resultados

das provas bioguimicas sdo mostrados na tabela 8.

Figura 7. Resultado positivo - violeta turvo - para Hidrélise de Arginina (a) e Fermentacdo de

carboidratos - amarelo turvo - (b)
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Tabela 8. Resultado dos testes bioquimicos

© — —
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- T = o 1} = e} - O
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1c10 + Cocos - + + + + + - + + - + + + + + -
1s14 + Cocos - + + + + + - + + + + + + + + -
1s3p + Cocos - + + + + - - + + - + + + + + -
1SB13 + Cocos - + + - + + - + + - + + + - - -
1ST10 + Cocos - + + - + + - + + - + + + + - -
1ST11 + Cocos - + + + + + - + + - + + + + + -
1ST16 + Cocos - - + - + + - + + + + + + + + -
1ST2 + Cocos - + + - + + - + + + + + + - - -
1ST22 + Cocos - - + - + + - + + - + + + + + -
1ST26 + Cocos - - - - + + - + + + + + + + + -

Cadigo iniciando com 1 e 2 indica

: 1= Isolado obtido a partir de agar MRS; 2 = Isolado obtido a partir de agar M17
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Tabela 8. Resultado dos testes bioquimicos (cont.)
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1ST7 + Cocos - - + - + + - + + + + + + + + -
2s6 + Cocos - + + + + + - + + + + + + + + -
2SB24 + Cocos - + + - + + - + + - + + + + + -
2SB26 + Cocos - + + - + + - + + + + + + - - -
2ST11 + Cocos - + + - + - - + - - + + + - - -
2ST16 + Cocos - + + - + + - + + + + + + + + -
2ST18 + Cocos - + + - + + - + + - + + + - - -
2ST2 + Cocos - + + - + + - + + + + + + + + -
2ST26 + Cocos - + + + + + - + + - + + + + - -
25T8 + Cocos - + + - + + - + + + + + + + + -

Cddigo iniciando com 1 e 2 indica: 1= Isolado obtido a partir de agar MRS; 2 = Isolado obtido a partir de agar M17

53



Os vinte isolados selecionados apresentaram producdo de gas negativo,
mostrando entdo que todos os isolados sdo homofermentativos, sendo este
resultado compativel com a forma dos isolados observada. As bactérias lacticas
homofermentativas pertencem aos géneros Enterococcus, Streptococcus e
Lactococcus e alguns tipo de Lactobacillus.

Realizou-se a identificacdo dos isolados de acordo com as suas
caracteristicas, os isolados que apresentaram o maior numero de caracteristicas da
espécie-tipo foram agrupados dentro daquela espécie.

De acordo com Bergey’s Manual (1994), os crescimentos em 30° C, 45° C,
4% de NaCl e hidrélise de arginina positiva, foram denominados como género
Lactococcus lactis ssp lactis. Dos 20 isolados caracterizados bioguimicamente, nove
isolados foram considerados como pertencentes a esta espécie.

Bulut (2003) observou que bactérias consideradas da mesma espécie que
Lactococcus lactis ssp lactis, apresentaram comportamentos diferentes pelos
descritos no Bergey’s Manual (1994), havendo crescimento em 45°C e em 6,5% de
NaCl. A propriedade destas bactérias de crescerem em situacdes atipicas favorece
o ramo industrial, que pode utiliza-las em um processamento diferente.

Streptococcus foram agrupados de acordo com as caracteristicas de
crescimento em 45 °C e hidrélise de arginina positiva. Dois isolados apresentaram
caracteristicas de Streptococcus thermophilus, e além destes trés isolados
apresentaram caracteristicas de Streptococcus e Enterococcus, além de dois com
caracteristicas de Streptococcus e Lactococcus. Rossetti et al (2008) estudou as
bactérias lacticas presentes no soro do queijo Grana Padano, identificando em 18
amostras — de um total de 24 amostras — as espécies Streptococcus e Lactococcus,
gue sao as mais encontradas em queijos.

Isolados com crescimentos em 6,5% de NacCl, 45 °C, e pH 9,6 e hidrélise de
arginina positivas foram agrupados na espécie Enterococcus. Dois isolados tais
caracteristicas, sendo considerados, portanto, Enterococcus.

Dois isolados ndo conseguiram ser identificados, devido a diferenca dos
resultados dos testes bioquimicos. As diferencas nos resultados dos testes podem
ser atribuidas a inumeros fatores, dentre eles: comportamento das bactérias,
imprecisdo dos equipamentos utilizados ou até mesmo novas espécies nao

identificadas.
54



Os géneros de subespécies de Enterococcus nao puderam ser identificados,
devido a imprecisédo dos resultados dos testes, j& que o comportamento da atividade
bacteriana pode mudar de acordo com as variaveis a elas aplicadas.

De acordo com os resultados obtidos, foi demonstrado que os métodos
somente por caracterizagdo bioquimica ndo sdo suficientes para realizar uma

identificacdo adequada.

4.3 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DO QUEIJO MARAJOARA
PRODUZIDO COM A CULTURA EXPERIMENTAL

Durante a fabricacdo do queijo realizada como mostra o fluxograma da figura
4, avaliou-se 0 tempo necessério para coagulacdo da massa sendo verificado que
esse tempo foi semelhante para ambos os lotes, sendo aproximadamente vinte e
qguatro minutos. Ao ser adicionada ao leite ndo pasteurizado, a cultura se adapta ao
meio e se multiplica em quantidade bem maior que 0s micro-organismos presente no
leite, j& que possui uma populacao inicial bem maior que estes ultimos, utilizando
uma quantidade maior de substrato durante a fermentagéo e limitando o crescimento

de outros micro-organismos.

4.3.1 Contagem Total de Bactérias

Com base nos resultados apresentados na tabela 9, podemos observar que o
crescimento de bactérias mesofilas em agar PCA ocorreu de modo semelhante nas
duas amostras ndo apresentando diferenga significativa a (a = 0,05) entre os
resultados, ambas permanecendo em torno de quatro ciclos logaritmicos, mas ainda
apresentando maior contagem na amostra de queijo tradicional produzido sem a

cultura experimental (QP).
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Tabela 9. Contagem Microbiana para bactérias mesoéfilas (log

UFC/g). Média da duplicata e Desvios Padrfes

Amostras Agar PCA Agar MRS
QP 4,95+ 0,244 3,63+0,174
QE 4,40 £ 0,049 3,96 + 0,036

QP: Queijo Tradicional; QE: Queijo adicionada de cultura experimental

4.3.2 Contagem de Bactérias Lacticas

Com base no crescimento de bactérias lacticas em agar MRS, mostrado na
tabela 9, observou-se que, apos a producdo do queijo, ambas as amostras
apresentaram populacdes semelhantes, permanecendo em torno de trés ciclos
logaritmicos. Portanto ndo houve diferenca significativa a 5% de significancia entre
os resultados, mas apresentando uma contagem maior de bactérias lacticas na
amostra adicionada de cultura experimental. Deve-se ressaltar que néo foi realizada

a caracterizacéo bioquimica dessas bactérias. Portanto considerou-se que todas as

colonias eram de bactérias laticas.

4.3.3 Coliformes Termotolerantes

Na avaliacdo de coliformes
apresentaram crescimento < 3NMP/g, encontrando-se menor do que o limite

estabelecido pela RCD 12 para queijos de média umidade e demonstrando a boa

gualidade do mesmo.

termotolerantes,

0S queijos produzidos



4.4 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial avaliou possiveis diferencas percebidas pelos provadores
entre 0 Queijo Marajoara tradicional e o Queijo Marajoara adicionado de cultura
lactica. Avaliou-se também a aceitacdo para os atributos de sabor, cor, maciez e
aparéncia global de cada lote de queijo. No teste Duo-Trio, 0s resultados mostraram
que foi percebida diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia entre as
duas amostras.

Quanto a avaliacao de aceitacao global dos queijos, houve boa aceitacdo de
ambas as amostras, situando-se na escala heddnica em “Gostei muito”. As amostras
nao apresentaram diferenca significativa na aceitacdo global dos queijos a 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

Com relacdo ao sabor foi observada diferenca significativa entre as amostras
ao nivel de 5% de significancia. As amostras de queijo tradicional receberam em
média a classificacdo “Gostei regularmente”, enquanto que a amostra de queijo
experimental recebeu em média “Gostei muito”.

Quanto a coloracdo dos queijos foi percebida uma diferenca de cor
significativa ao nivel de 5% de significancia, sendo atribuidos em média os quesitos
“Gostei regularmente” para a amostra de queijo tradicional e “Gostei muito” para a
amostra de queijo experimental.

O atributo maciez, ndo apresentou uma diferenca significativa ao nivel de 5%
de significancia, tendo o queijo tradicional e o0 queijo experimental recebido, em
média, a mesma classificacao “Gostei muito”.

Mesmo com a diferenca significativa entre os atributos, os dois produtos
foram muito bem aceitos, sendo o indice de aceitacdo de 78,60% para a amostra de
queijo experimental e 77,40% para a amostra de queijo tradicional Marajoara.
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5 CONCLUSOES

¢ Nao houve diferenca significativa na contagem de bactérias lacticas
nos diferentes meios de cultura (Agar MRS e Agar M17) utilizados,
demonstrando boa adaptacdo em ambos 0s meios;

e A maior confirmagéo de isolados caracteristicos de bactérias lacticas
foi no periodo de alagado, representando 93,08% do total de isolados
confirmados, comprovando assim a interferéncia climatica na producao
do Queijo do Marajoara;

e No Queijo Marajoara, todos os isolados caracteristicos de bactérias
acido lacticas foram encontrados somente na forma de cocos;

e Nao houve presenca de bactérias heterofermentativas, confirmando
assim que o principal produto fermentativo dos isolados é o &cido
lactico;

e Com relacdo a contagem de bactérias mesdfilas e lacticas entre os
gueijos, ndo houve diferenca significativa, mas percebeu-se uma
reducdo em ambas as contagens quando o queijo foi inoculado com a
cultura experimental;

e Quanto a avaliagdo sensorial do queijo produzido com a cultura
endogena, foi observada diferenca significativa ao nivel de 5% de
significancia, no teste duo-trio aplicado entre a amostra produzida sem
adicdo de cultura e a amostra produzida com adicdo de cultura lactica;

e Observou-se também diferenca significativa ao nivel de 5% de
significAncia para as caracteristicas de sabor e cor;

e Os queijos produzidos com adi¢cao e sem adicao de cultura tiveram boa
aceitacdo pelos provadores na caracteristica aceitacdo global e

maciez, e sem diferenca significativa entre os resultados.
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Sugestdes para trabalhos futuros

Este estudo produziu dados originais sobre a microbiota latica do Queijo Marajoara
produzido artesanalmente e dos efeitos nas suas propriedades organolépticas. No
entanto, 0os assuntos abordados neste estudo podem ter sequéncia e serem
aprofundados em trabalhos futuros. Com o objetivo de contribuir para a continuidade

das pesquisas sdo sugeridos a seguir:

e Caracterizacdo genética das Bactérias Acido Lécticas isoladas do Queijo do
Marajoara, para determinacdo e confirmacdo das espécies e subespécies
identificadas;

e Avaliacdo de atividades fermentativas das bactérias, a fim de visualizar a
viabilidade como culturas stater;

e Acdao destas bactérias como bacteriocina;
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