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RESUMO

MOURA, Celso José de Moura. Controle de Bactérias Propionicas em Queijo
Parmesio: Utilizacio de Nitrato de Sédio e Sal (Na Cl) na Massa.
LAVRAS: UFLA, 2001. 56p. (Tese — Doutorado em Ciéncia dos
Alimentos)”

Para verificar o efeito dos sais nitrato e cloreto de sodio sobre bactérias
Propiénicas, queijos Parmesdo foram elaborados. Foram 3 fabricagdes em dias
alternados. Utilizou-se leite pasteurizado pelo sistema HTST, com teor de
gordura de 2,6%. Apés a pasteurizagio, o leite foi inoculado com 10* ufc/g de
bactérias propidnicas comerciais e dividido em dois tanques de fabricagdo: em
um dos tanques foram adicionados 20 g de nitrato de sddio, e no outro ndo. A
seguir foram fabricados os queijos Parmesdo.Verificado o ponto, a massa
obtidas de cada tanque foi dividida em 3 partes iguais: uma foi pré-prensada e
depois enformada; outra foi adicionada de 2% de sal (NaCl) e a outra adicionada
de 5% de desse sal, a seguir as massas de todos os tratamentos foram pré-
prensados e depois enformadas e em formas de 5 kg e prensados por 24 horas.
Apbés a prensagem, os queijos foram colocados em salmoura a 20% Bé. por 96,
48 e 24 horas para os tratamentos 0, 2 e 5%, respectivamente. Apés a saida da
salmoura e secagem, os queijos permaneceram por 21 dias em cimara fria com
temperatura de 102 °C, seguindo a cdmara fria com temperatura de 222 °Ce
umidade relativa de 85%. No leite foram determinadas contagens de bactérias
propi6nicas antes e depois da inoculagdo. Ao longo da cura, os queijos foram
analisados nos dias 7, 30, 60 e 90, sendo determinados os seguintes parametros:
pH; Indice de profundidade e extensdo de maturagdo;cloreto de sddio;
aminoacidos tirosina e triptofano e contagem de bactérias propidnicas, segundo
Carvalho (1994). Foi também determinado o gradiente de sal no queijo; para
isso, foi extraido com uma sonda um filete de queijo do exterior até o centro.
Nesse filete, foi determinado o teor de sal (NaCl). Além das analises
laboratoriais, foi feita uma documentagdo fotografica dos queijos partidos ao
meio para verificagdo visual da presenga de olhaduras.A contagem de bactérias
propidnicas nos queijos ndo tratados com sal apresentaram crescimento até os 60
dias tendo uma ligeira queda aos 90 dias, ja para os queijos tratados com 2% de
sal. O crescimento de bactérias propidnicas aconteceu até os 30, caindo a partir
de 60 dias de cura dos queijos. O mesmo comportamento foi observado para os

*Comité Orientador: Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA (Orientador), Mucio
Mansur Furtado, CHR Hansen, Dr. Anténio Feandes de Carvalho.



queuos tratados com 5% de sal; porém, aos 60 dias, a contagem de bactérias
propidnicas ja foi Zero; portanto, o tratamento da massa com sal (NaCl) direto
inibiu o crescimento de bactérias propidnicas. O tratamento com nitrato de sédio
nio apresentou resultado significativo isoladamente, ndo interferindo no
crescimento de bactérias propidnicas, mas quando associado ao sal (NaCl),
indica ser mais eficiente. Quanto aos parimetros de maturagdo, indice de
profundidade, extensdo de maturagdo, tirosina e triptofano, os tratamentos nio
apresentaram efeitos significativos.Mesmo que para os tratamentos com 5% de
sal (NaCl) tenha reduzido esses indices nio afetaram o processo de maturagio
normal dos queijos.A avaliagdo do gradiente de sal (NaCl) nos queijos mostrou
que nos tratamentos com cloreto de sodio na massa, a velocidade de absorgdo e
o gradiente de difusdo sdo menores do que naqueles sem sal. Nos queijos
tratados com sal (NaCl), na massa a regido central do queijo apresenta um maior
teor de sal desde os 7 dias comparados com os queijos sem o tratamento na
massa. O levantamento fotografico confirma os dados da contagem de bactérias
propidnicas, que foram altas nos queijos sem sal (NaCl) na massa (onde se
observa olhaduras caracteristicas) e mais baixas para os queijos tratados com sal
(NaCl), massa compacta. Desse trabalho, pode-se concluir que a adigio de
cloreto de sodio @ massa do queijo evitou a formagdo de olhaduras propidnicas;
que o nitrato de sodio por si s6 ndo foi efetivo no controle de bactérias
propionicas, sendo quando associado ao cloreto de sédio; a adigdo de cloreto de
sédio direto na massa ndo afetou os pardmetros de maturagdo dos queijos.

TERMOS PARA INDEXACAO: queijo; queijo Parmesdo; salga; nitrato;
bactérias propidnicas; estufamento; olhaduras em queijos.
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ABSTRACT

MOURA, Celso José. Control of propioni bacteria in Parmesan cheese:
utilization of sodium nitrate and salt (NaCl) in the mass. LAVRAS:
UFLA, 2001. 60p. (Thesis - Doctorate in Food Science)”

To verify the effect of both salts nitrate and sodium chloride on propioni
bacteria, parmesan cheeses were manufactured. Three manufacturings in every
other day were accomplished. Milk pasteurized by HTST system with fat
content of 2.65 was utilized. After pasteurization milk was inoculated with 10 4
cfu/g of commercial propioni bacteria and divided into two manufacturing tanks,
in one of the tanks was added 20 g of sodium nitrate and in the other, it was not.
Next, the Parmesan cheeses were manufactured. At draining, the masses
obtained from each tank was divided into three equal parts :one was pre-pressed
and then molded, to the other was added 2% of salt (NaCl) and to the other was
added 5% of that salt, following the masses of all the treatments were pre-
pressed and then molded in 5-kg and pressed for 24 hours. After pressing,
cheeses were put into a 20% Bé brine solution for 96, 48 and 24 hours for
treatments 0, 2 and 5%, respectively. After removing from of brine and drying,
cheeses remained for 21 days in cold chamber at temperature of 10 + °C,
following the cold chamber at 22 + 2 °C and relative humidity of 85%. In milk
were determined counts of propioni bacteria before and after inoculation. Along
curing cheeses were analyzed on days 7, 30, 60 and 90, the following parameters
being determined: pH. Index of depth and extent of maturation, sodium chloride,
aminoacids tyrosine and tryptofan indexes and count of propioni bacteria,
according to de Carvalho (1994). Also, salt gradient in the cheese was
determined. for that a thread of cheese was extracted from the exterior to the
center.In that thread was determined salt content (NaCl) .Besides the analyses, a
photographic documentation of the cheeses spit on the half for visual
verification of the presence of eyes was done. The count of propioni bacteria in
the cheese not treated with salt presented growth up to the 60 days, presenting a
slight fall at 90 days but for cheeses treated with 25 of salt, the growth of
propioni bacteria happened up to the 30 days falling from 60 days, the same
behavior was noticed for cheeses treated with 5% of salt, but at 60 days the
counts of propioni bacteria was zero, therefore, the treatment of the mass with
salt (NaCl) straight inhibited the growth of propioni bacteria. The treatment with

*Guidance Committee: Luiz Ronaldo de Abreu UFLA (Major Professor),
Dr. Mucio Mansur Furtado, CHR Hansen; Dr. Ant6nio Fernandes de Carvalho.



sodium nitrate did not present any significant result singly, not interfering with
the growth of propioni bacteria but when associated with salt (NaCl), it proved
to be more efficient. As for the parameters of maturation, depth index,
maturation extent, tyrosine and tryptophan, the treatments presented no
significant effects even that for treatments with 5% of salt (NaCl), it had reduced
those indices but without affecting the normal maturation process of the cheeses.
The evaluation of salt gradient (NaCl) in cheeses showed that in treatments with
sodium chloride in the mass, the absorption velocity and diffusion gradient are
lower than in those without salt. In the cheeses treated with salt (NaCl) in the
mass, the central region in the cheese presents an increased salt content since the
seven days as compared with the cheeses with no treatment in the mass. The
photographic survey confirms the data of the count of propioni bacteria which
were high in the cheeses without salt (NaCl) in the mass (where characteristic
eyes are found) and lower for the cheeses treated with salt (NaCl) in the compact
mass. From this work, it follows that the addition of sodium chioride to the
cheese mass prevented the formation of propioni eyes; that sodium nitrate by
itself was not effective in the control of propioni bacteria, but it being so,when
associated with sodium chloride, the addition of sodium chloride straight in the
mass did not affect the parameters of maturation of cheeses.

INDEX TERMS: cheeses, parmesan cheeses, salting, nitrate, propioni bacteria,
eyes in cheeses, blowing
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1 INTRODUCAO

Segundo dados da Associagio Brasileira das Industrias de Queijos
(SIPA/ABIQ, 2001), a produgdo brasileira de queijos comuns foi de 308.413
toneladas no ano de 2000, em estabelecimentos registrados no Servico de
Inspegdo Federal (SIF). O queijo Mussarela ocupa o primeiro lugar, seguido dos
queijos Prato, Minas Frescal ¢ Parmesdo. Contudo a produgdo informal, sem
fiscalizagdo, é consideravel, sendo portanto, dificil determinar com precisdo o
total produzido.

Dentre os varios tipos de queijos produzidos no Brasil, o Parmesdo se
destaca como um dos mais importantes, 0 quarto mais fabricado, por ser um
produto muito apreciado, especialmente como ingrediente para usos diversos,
mas principalmente por ser um queijo de longo periodo de maturagio e validade.
Isso possibilita que grandes volumes de leite possam ser consumido em sua
produgdo na época de grande oferta de leite, e a expedigdo do produto na época
da entressafra.

Entretanto, as caracteristicas fisico-quimicas desse queijo permitem,
muitas vezes, o aparecimento de certos tipos de defeitos, que, embora nio
exclusivos do Parmesio, trazem grandes prejuizos as industrias que o fabricam.
Dentre esses defeitos, pode-se destacar o estufamento tardio, que causa perdas
totais ou parciais com depreciagdo da qualidade do produto. Classicamente, o
estufamento tardio é causado por bactérias esporuladas, do género Clostridium,
sendo o Clostridium tyrobutyricum o mais importante. Os esporos deste
microrganismo anaerdbio sdo largamente distribuidos em silagem, feno, ragéo,
etc, e esses ndo sdo destruidos pela pasteurizagdo. Quando presentes na massa do
queijo, podem, em condi¢Ges favoraveis, passar da forma esporulada para a
fermentativa, produzindo grande quantidade de gas. Como a massa desse queijo

ndo possui elasticidade com a expansdo desses gases, principalmente o



hidrogénio, a tendéncia é formar trincas na massa do queijo. Como esse defeito
aparece algum tempo depois da fabricagdo, é denominado estufamento tardio. O
estufamento tardio ¢ favorecido pelo grande tamanho do queijo e pelo tipo de
salga empregado. Quando a salga é feita em salmoura, o interior do queijo fica
desprotegido de sal por muito tempo, o que favorece a germinagdo dos esporos.

Porém, nem todo o estufamento do queijo parmesdo pode ser atribuido
ao Clostridium. Muitas vezes, esse defeito aparece em fun¢io do
desenvolvimento de bactérias propi6nicas, que produzem grande quantidade de
CO; durante seu processo de fermentagdo. A presenca dessas bactérias em
alguns tipos de queijos é necessaria, como no Gruyére e Emmental, ¢ muitas
vezes desejavel, como no Gouda. Nesses tipos de queijo, cuja massa possui boa
elasticidade, o acimulo de CO, leva & formagdo de olhaduras, redondas e
brilhantes, tomando o produto mais atrativo ao consumidor. Produzem também
certos compostos como o acido acético e principalmente o propibnico, que
Juntamente com outras substincias, produzidas em menores concentragdes,
conferem aroma e sabor caracteristicos a esses tipos de queijos. Todavia, o
desenvolvimento de bactérias propidnicas no queijo Parmesdo ¢ indesejavel,
descaracterizando-o e diminuindo seu valor de mercado.

O defeito mais evidente causado por essas bactérias é o aparecimento de
trincas e olhaduras no queijo. Sendo o Parmesdo um queijo de massa dura, sem
elasticidade, como os citados anteriormente, o acimulo de grande quantidade de
CO,, formara grandes olhaduras irregulares, trincadas, muito semelhantes as
causadas pelo Clostridium. Como é um queijo de baixo teor de umidade, esse
defeito se agrava, pois o CO; € solivel em agua e quando a umidade do queijo
se satura com esse gas, o defeito aparece em maior intensidade. Além do
estufamento, o queijo tem seu sabor e aroma descaracterizados pelos diversos

compostos formados pelas bactérias propidnicas, fica com sabor e aromas mais



adocicados, mascarando o sabor picante e o aroma lipolitico, caracteristicos do
queijo Parmesdo.

As bactéria propidnicas ocorrem naturalmente nas pastagem e solos ¢ ja
foram isoladas em certas regides do Estado de Minas Gerais, como o Sul de
Minas e Campo das Vertentes, onde a produgdo do queijo Parmesdo é muito
importante. Essas bactérias podem resistir ao processo de pasteurizagdo e caso
encontrem condigdes favoraveis durante a maturagio do queijo, se desenvolvem
e causam o aparecimento do defeito. Em virtude dos problemas causados pelo
desenvolvimento de bactérias propidnicas em queijo Parmesdo, este trabalho
teve como objetivos:

e Verificar a eficiéncia da utilizagdo de cloreto de sodio direto na massa, na
prevengio da formagdo de gas por bactérias propionicas;

e Verificar a eficacia da associagdo de cloreto de sodio e Nitrato de Sodio na
prevengdo do estufamento tardio causado por bactérias propinicas;

o Verificar a influéncia do cloreto de sodio e nitrato de sodio nos indicadores

de maturagao de queijos.



2 REFERENCIAL TEORICO

A elaboragdo de queijos € a forma mais antiga de processamento de
leite. Os diferentes procedimentos de fabricagdo de queijo levam a uma série de
transformagdes bioquimicas e fazem com que a caseina insipida adquira sabor e
se torne agradavel e caracteristico de cada tipo de queijo.

O queijo normalmente é fabricado com leite de varios mamiferos, mas
principalmente com o de vaca, ovelha e bifala sendo uma excelente fonte de
minerais e proteinas. Existem, pelo mundo milhares de variedades de queijos,
oferecendo, assim, uma gama de altemativas aos consumidores mais exigentes.

A FAO define queijo como sendo o “Produto fresco ou maturado obtido
da drenagem do soro ap6s a coagulagio do leite integral, desnatado ou
parcialmente desnatado.” Ja o Ministério da Agricultura do Brasil, por meio do
Regulamento Industrial de Inspe¢do Sanitaria de Produtos de Origem Animal,
Brasil (1997b), define queijo como o “produto obtido do leite integral,
padronizado, magro ou desnatado, coagulado natural ou artificialmente,
adicionado ou ndo de substiancias permitidas no Regulamento e¢ submetido a
manipulagGes necessarias para a formagdo das caracteristicas proprias™.

Dentre as diversas variedades de queijos produzidos no Brasil encontra-

se o queijo Parmesdo, ocupando uma posigdo de destaque na produgio nacional.

2.1 Queijo Parmesio

O queijo Parmesdo é derivado do queijo italiano Grana; apresentando
como principais caracteristicas o baixo teor de umidade, textura granular, sabor
picante e longo periodo de maturagdo. O baixo teor de umidade lhe confere uma
alta capacidade de suportar estocagem mais prolongada sem os problemas

advindos do alto teor de umidade presente em outras variedades.



O artigo 625 do Regulmento de Inspe¢do Industrial e Sanitéria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) e a portaria 353 de Setembro de 1997

estabelecem as seguintes caracteristicas para o queijo Parmesdo:

Consisténcia: dura

Textura: Compacta, quebradiga e granulosa

Cor: branco-amarelada a ligeiramente amarelada

Sabor: Salgado, levemente picante

Odor: Caracteristico

Crosta: lisa, consistente, bem formada, recoberta com revestimentos
apropriados, aderidos ou ndo.

Olhos: ndo possui, eventualmente podera apresentar alguns
pequenos ¢ algumas olhaduras mecanicas.

Peso: 4,02 8,0Kg

Maturagéo: pelo menos 6 meses

Furtado e Lourengo Neto (1994) apresentam a seguinte composi¢io para

o queijo Parmesdo:

Umidade: 32-37%
Gordura: 22 -24%
Sal: 2,0-2,5%
pH: 53-5,4

Uma das razdes para uma maior produgio do queijo Parmesdo € a sua

caracteristica de baixa umidade. Na época de maior produgdo de leite,

geralmente entre os meses de outubro e margo, grandes volumes de leite sdo

destinados a fabricagdo do queijo Parmesdo devido a sua resisténcia a longos

periodos de estocagem e o maior consumo de leite para produzir um quilo de

queijo.

Embora nd3o haja numeros oficiais confiaveis que mostrem o volume de

leite destinado & fabricagdo de queijos, sabe-se que, realmente, boa parte é



destinada a fabricagdo de queijo tipo Parmesdo, devido as caracteristicas ja
citadas. Segundo informagbes da SIPA/ABIQ (2001) a produgdo de queijo
Parmesdo no ano de 2000 foi de 21.20 toneladas, o equivalente a 6,85% da
producdo total de queijos comuns em estabelecimentos sob Inspe¢do Federal.
Isso significa que o queijo Parmesdo é o quarto queijo mais produzido no Brasil,
ficando atras do queijo Mussarela, Prato e Minas Frescal.

O leite destinado a fabricagdo do queijo Parmesdo deve ser de boa
qualidade, pasteurizado e com teor de gordura padronizado em tomo de 2,5 %.
Porém, o queijo Parmesdo é considerado por muitos como um queijo ristico;
com isso, muitas fabricas utilizam leite cru e até mesmo leite de baixa qualidade
para a sua fabricagdo. Varios fabricantes e consumidores defendem o conceito
de que o queijo Parmesdo fabricado com leite cru apresenta melhor qualidade do
que aquele fabricado com leite pasteurizado (Furtado, 1991).

As vezes o fabricante de queijo Parmesdo negligencia principios basicos
de selegio de leite, podendo, assim, ter como resultado o aparecimento de
problemas com a qualidade dos queijos. Dentre os varios defeitos que podem
aparecer no queijo Parmesdo, pode-se citar o estufamento tardio. Como é um
queijo de longa maturagdo, o problema podera ser observado ja no momento da

comercializa¢do, o que vem aumentar ainda mais o prejuizo.

2.2 Estufamento em queijos

O estufamento de queijos € caracterizado pela formagio de gas de gas na
massa por bactérias, provocando o aparecimento de olhaduras e interferindo no
sabor e aroma dos queijos acometidos de tal problema causado basicamente pelo
desenvolvimento de microrganismos que produzem grandes quantidades desses
gases.

Esse defeito no queijo Parmesdo tem grande impacto comercial, pois
uma importante caracteristica desse queijo é sua textura fechada e granular. Nos

queijos estufados, a massa pode apresentar desde pequenas olhaduras regulares



até grandes trincas, que comprometem significativamente o valor comercial do
queijo. Queijos estufados sdo comercializados com baixos pregos ou sdo
destinados a outras finalidades, como a ralagdo, que é uma altemnativa, de menor
valor agregado.

O estufamento de queijos é dividido em dois tipos distintos o
estufamento precoce, que é provocado normalmente pelo desenv_olvimento de
bactérias do grupo coliformes; o segundo caso é o estufamento tardio, que
acontece ao longo da cura, principalmente nos queijos de maturagdo mais longa,
como é o caso do Parmesdo. Classicamente, o estufamento tardio é causado por
bactérias esporuladas, do género Clostridium, sendo o Clostridium
tyrobutyricum o mais importante.

Entretanto, nem todo o estufamento do queijo parmesdo pode ser
atribuido ao Clostridium, como geralmente acontece. Muitas vezes, esse defeito
aparece em fungdo do desenvolvimento de bactérias propidnicas, que produzem
grande quantidade de CO», durante seu processo de fermentagdo. A presenca de
olhaduras provocadas por bactérias propidnicas é considerada defeito em alguns
queijos como o Parmesdo (Britz e Jordam, 1976), o Parmigiano Reggiano e
Grana Padano (Carcano et al., 1995). A contaminagdo do leite com bactérias
Propidnicas é comum em propriedades com baixo nivel de higiene, pois essas
podem ser encontradas em varios ambientes, como o solo, as pastagens, as

ragdes silagens e etc. ( Cummins e Johnson, 1991) .

2.3 Bactérias Propionicas

As bactérias Propidnicas sdo quimiotroficas, anaerébias e até
aerotolereantes, Gram positivas, e sob condi¢gdes normais ndo esporulam. S&o
iméveis, catalase positiva e produzem acido propiénico como principal produto
do metabolismo de carboidratos (Cummins e Johnson, 1991). De acordo com a
classificagdo da 9° edigdo do Bergey’s of Sistematic Bacteriology (Holt et al.,

1994), as bactérias propidnicas se dividem em dois grupos segundo os nichos



ecologicos: a) bactérias propidnicas ligadas & pele e envolvidas na patologia da
acne; b) bactérias propidnicas classicas, estas de interesse industrial, em especial
na industria de laticinios, onde sdo as principais responsaveis pelas
caracteristicas dos queijos suigos. A textura tipica dos queijos suigos, olhaduras
abundantes e lisas, sdo produzidas pela a¢io dessas bactérias durante a
maturagdo dos queijos. Para queijos como o Parmigiano, o Grana Padano e o
Parmesdo, essas olhaduras se constituem em graves defeitos (Carcano et al.,
1995).

De acordo com “Approved Lists of Bacterial Names™ (Sherman et al.,
1989), as bactérias propidnica do leite atualmente comportam quatro espécies
entre onze descritas na 7* edigdo do Bergeys Manual of Determinative
Bacteriology, sendo: P.freudenreichii subsp. freudenreichii e subsp. shermanii,
P. jensennii, P. Thoenii e P. acidopropionici. Elas se distinguem por seus perfis
de fermentagdo e por suas caracteristicas morfologicas e fisiologicas. A
taxonomia do género Propionibacterium se encontra em plena evolugdo
(Carvalho, 1994).

As bactérias propidnicas produzem metabdlitos que contribuem para o
flavor e textura de queijos. Esses metabolitos sfo os acidos acético e propidnico,
o aminoécido prolina e o gas carbénico (CO;). O gas carbdnico (CO,) liberado
durante o metabolismo dessas bactérias ¢é o principal responsavel pela formagio
de olhaduras em queijos, principalmente os suigos que apresentam essa
caracteristica como desejavel; e em outros como o Parmesdo, o Grana e o
Parmiggiano, nos quais as olhaduras sdo caracteristicas indesejaveis (Britz e
Jordam, 1976).

As bactérias propi6nicas, além de fazerem parte de produtos lacteos, sio
encontradas em varios outros habitats, como o solo, as pastagens e silagens
(Cummins e Johnson, 1991). Essas bactérias podem ser encontradas

naturalmente em algumas regides brasileira em especial na regido sul do estado



de Minas Gerais. Foram isoladas na regido do Campo das Vertentes 11 cepas de
bactérias provenientes de queijos Prato esféricos com defeito de estufamento. As
olhaduras desses queijos eram tipicas de bactérias propidnicas, no entanto,
nesses queijos ndo havia sido utilizado cultura dessas bactérias, assim essas
bactérias seriam provenientes de uma contaminaggo do leite. Apos o isolamento
e purificagdo, estas cepas foram utilizadas na produgdo de queijos de massa
cozida, e nestes ocorreu a formagdo olhaduras caracteristicas de bactérias
propidnicas, o que levou a autora a concluir que essas bactérias eram

propidnicas (Souza Netto, 1997).

2.4 Fatores fisico-quimicos que interferem no crescimento das bactérias

propidnicas.

2.4.1Temperatura

As bactérias propidnicas encontradas no leite podem crescer a
temperaturas entre 15 e 40°C; porém, a temperatura étima de crescimento situa-
se em torno de 30°C, segundo Hettinga e Reinbold (1972b) e Carcano et al.
(1995); e 32°C, segundo Malik, Reinbold e Vedamuthu (1968). Carcano et al.
(1995), trabalhando com bactérias propibnicas isoladas de leite destinado a
fabricagdo de queijo Parmiggiano, encontrou a seguinte média de crescimento: 2
a 3 dias a 30°C; 5 a 7 dias a 22°C e 10 a 14 dias a 15°C.

Certas estirpes de bactérias propidnicas podem crescer no meio Extrato
de Levedura lactato de sodio a temperaturas entre 2,8 a 7,2°C, por um tempo de
incubagio de 4 meses. A espécie P.freudenreichii caracteriza-se por um melhor
crescimento a baixas temperaturas, considerando que 80% das estirpes se
multiplicaram em meio contendo lactato de sodio, enquanto apenas 40% das
estirpes P. thoenii e 25% de P. acidopropionici cresceram nesse meio e

temperatura (Park et al., 1967).



Hetinga, Reinbold e Vedamuthu (1974) testaram a capacidade de
crescimento de algumas espécies de P.freudenreichii na massa de queijo a uma
temperatura de 3,8 a 6,8. Foram detectados defeitos de textura em 75% dos
queijos fabricados com estirpes de P.freudenreichii com capacidade crescer a
baixas temperaturas, sendo os defeitos a presenca de olhaduras devido a
produgdo excessiva de CO, durante a fermentagdo propidnica nas cimaras frias
(Hettinga, Reinbold e Vedamuthu, 1975; Vassal e Auclair, 1978).

A espécie P.freudenreichii apresenta uma boa resisténcia a tratamentos
térmicos, podendo resistir a temperaturas de 62,8°C por 30 minutos, ndo sendo
destruida pelo aquecimento da massa durante o processo de fabricagio de
queijos de massa prensada e cozida (Malik, Reinbold ¢ Vedamuthu, 1968).

2.4.2 pH de crescimento das bactérias propidnicas

As bactérias propionicas classicas tém como pH étimo de crescimento
uma faixa de 6,5 a 7,0, suportando de 5,1 a 8,5. Carcano et al. (1995)
demonstraram a alta capacidade de adaptagdo das bactérias propidnicas testando
varias combinagdes de pH e temperatura.

O pH do queijo apés 24 horas de fabricagdo ndo é favoravel ao
crescimento das bactérias propidnicas; as operagdes durante a fabricagio do
queijo que levam a alterages nos valores de pH e a formagdo de acido latico
tém influéncia indireta na fermentagdo propidnica. O aumento do nimero de
células de P.freudenreichii ¢ muito maior em queijos com pH 5,37 do que em
queijos que apresenta pH de 5,21, em um mesmo periodo de tempo (Fryer e
Peberdy, 1977).

Carcano et al. (1995) isolaram cepas de bactéria propidnica de leite
destinado a fabricagdo de queijo testaram varias formas de reduzir o crescimento
dessas bactérias e verificaram que o menor crescimento aconteceu em pH

inferior a 5,5, a uma temperatura inferior a 22°C ¢ uma concentra¢io de sal
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maior que 2%.Verificaram também que em pH 6,0 e temperatura de 22°C, o

crescimento foi baixa ou quase ndo houve inibi¢do do crescimento.

2.4.3 Cloreto de sédio

O sal no queijo, além de interferir no sabor,participa do controle
de umidade e pode inibir o crescimento de alguns microrganismos. O sal no
queijo tem uma agdo sobre a dgua disponivel pela alteragdo da pressdo osmética,
o que pode resultar em um crescimento seletivo de microrganismos. O teor de
sal na umidade do queijo, além de participar da formagdo do sabor, ¢ de grande
importancia na vida microbiolégica, em razio do seu efeito seletivo sobre o
crescimento de microrganismos e atividade enzimatica (Visser, 1993).

A difusdo do sal no queijo depende de fatores como a umidade, o
formato do queijo e o processo de salga empregado. O queijo com maior
umidade tende a absorver mais sal. Os processos de salga de queijo podem ser
em salmoura, a seco ou direto na massa. A salga na massa oferece a vantagem
de promover a distribuicio mais rapida e uniforme do sal no queijo (Spreer,
1991).

Farkye et al. (1981) observaram que a concentragdo de sal na superficie
do queijo é 2,28 vezes superior d concentragdo do centro do queijo, quando
salgados em salmoura; e que a concentragdo se torna linear apos 14 dias de
armazenamento. As bactérias propibnicas sdo pouco resistentes a presenca de
sal. A resisténcia ao sal é inversamente proporcional ao pH, podendo se
desenvolver em presenga de 6,0% a pH 7,0 e 3% a pH 5,2 (Carvalho, 1994). O
crescimento das bactérias propi6nicas é menor na periferia dos queijos em que a
concentragdo de sal pode chegar a 3,5% em média.

Sandri et al. (1995), estudando queijos Parmiggiano-Reggiano com
defeito de estufamento, em fabricas da regido de Parma, na Italia, afirmam que
nos queijos com maior conteido de umidade e menor concentragio de cloreto de

sodio, a fermentagdo propidnica ou butirica se deu de forma mais acentuada.
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Carcano et al. (1995) apos isolarem cepas de bactérias propidnicas de
leites destinados & fabricagdo de queijo Grana Padano, verificaram que estas
bactérias foram inibidas a 30°C e 3% de sal e a 22°C e 1,5% de sal e a maioria
das cepas foram inibidas com 0,5% de sal e uma temperatura de 15°C. Para
esses autores, a combinacdo de pH inferior a 5,5 e uma concentragio de sal
superior a 2% € um bom método de inibicdo de bactérias propidnicas em
queijos. Richoux, Faivre e Kerjan (1998) testaram 21 cepas de bactérias
propibnicas quanto a resisténcia ao sal e afirmaram que a partir de 1% na
umidade ocorre uma redugdo drastica da fermentagdo propiénica em queijo
Emmental, embora a taxa de inibigio dependa de cada cepa.

Grande parte das bactérias propidnicas classicas ndo suportam uma
concentragdo de sal superior a 3,0%. Reinbold (1985) verificou uma tolerancia
maxima de 4,5% em meio YEL. Teores de sal inferiores a 0,58% podem
favorecer o desenvolvimento excessivo de bactérias propidnicas, podendo causar
defeitos de textura em queijos (Maurer e Stock, 1978). A diferenga de
desenvolvimento de bactérias propi6nicas entre o centro e a periferia dos queijos
pode ser em consequéncia do gradiente, de sal de 0,8 a 0,4 % da periferia para o
centro, independente do potencial de oxido-redugdo (Mocquot, 1979).

O sal afeta a taxa de maturagdo dos queijos retardando e promovendo
transformagdes bioquimicas. A redugdo da velocidade de maturagdo pelo sal
pode possibilitar um melhor controle desta (Alais, 1991). Mudangas na textura
podem ser determinadas pela taxa de protedlise nesse queijo, e esta é afetada
pela concentragdo de sal na umidade e também pela temperatura de cura ou
armazenamento a qual o queijo € submetido (Lawrence, Creamer e Gilles,
1987).

A relagdo entre proteina e agua no queijo é influenciada pela presenga de
sal durante as primeiras semanas apos a fabricaggo. Isso resulta num aumento da

capacidade de retengdo de agua e a conversdo de parte da caseina que forma a
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estrutura da massa em um estagio soliivel (Christensen, 1996; Ghosh, Singh e
Kwala, 1990; Kindstedt, Kiely e Gilmore, 1998).

2.4.3.1 Difusiio de sal no queijo

Quando o queijo é salgado em salmoura, ocorre um movimento de
liquidos de moléculas de NaCl da salmoura para o interior do queijo, em
consequéncia da diferenga de pressdo osmética entre a umidade do interior do
queijo e da salmoura. Esse movimento ocorre na busca do equilibrio osmético
entre as duas solugdes, umidade do queijo e salmoura. Esse processo de difusdo
do sal no queijo é dificultado pelas estruturas e composi¢do do proprio queijo,
que constituem fatores de impedimento para entrada de NaCl e saida de agua.

O teor de umidade do queijo é importante na taxa de difusdo de sal.
Quanto maior a umidade, maior sera a taxa de difusdo de sal no queijo. Durante
a salga, inicialmente a troca acontece de forma mais rapida, se torando mais
lenta 3 medida que a solugio na umidade do queijo vai se concentrando. Essa
reduciio da velocidade pode ser explicada pelo aumento da viscosidade aparente
da solugio no queijo, que vai aumentando & medida que se aproxima da
saturagdo (Guinee e Fox, 1987).

O tamanho e formato sdo fatores que devem ser considerados no
processo de salga de queijos. O sal absorvido é diretamente proporcional a
superficie de contato do queijo com a salmoura. Portanto, queijos maiores, como
o Emmental, o Parmesdo, o Grana Padano, tém a salga dificultada em fungéo de
seu tamanho (Furtado, 1991).

A salga direta na massa promove uma melhor e mais rapida distribuigio
do sal no queijo. Quando o sal ¢ distribuido sobre os grdos da massa, uma parte
se dissolve na umidade da superficie dos grios, migrando para o seu interior a
um pequena distdncia. Essa entrada de sal promove uma saida de soro e
compostos soliiveis e cria uma regido de salmoura concentrada em volta de cada

particula. O contato da superficie protéica com a solugdo concentrada de
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salmoura formada na regido periférica do grio de massa pode provocar uma

contra¢do superficial dessa estrutura (Guinee e Fox, 1987).

2.4.4 Nitrato de Sédio

A utilizagdo do nitrato de sddio em queijos tem por finalidade evitar o
estufamento tardio. No Brasil, o uso do Nitrato é permitido em até 50 g para
cada 100 litros de leite destinado a fabricagsio de queijo, (Brasil 1997b).

A habilidade dos microrganismos em reduzir o nitrato a nitrito é
influenciada por varios fatores do ambiente, incluindo composigdo do meio, pH,
oxigénio dissolvido e periodo de incubagfio concentragdo de nitrato (Swart et al.,
1998).

Existem muitas controvérsias sobre a redugdo do nitrato a nitrito pelas
bactérias propibnicas. Esta é uma caracteristica fenotipica extremamente
importante nas diferenciagdes entre as espécies de bactérias laticas (Cummins e
Jhonson, 1991). Kaspar (1982), relatou que todas as espécies de bactérias
propidnicas sdo capazes de reduzir o nitrato a nitrito. Por outro lado, Van Gent-
Ruijters, Vries e Stouthamer (1975) relatam estudos com 23 cepas de P.
pentosaceum das quais apenas 3 cepas foram capazes de reduzir o nitrato a
nitrito. Para Cummins e Johnson (1986), outras espécies ndo foram capazes de
reduzir o nitrato, a nitrito a excegdo da P. freudenreichii subsp. freudenreichii.

2.5 Fermentagiio propidnica

A fermentagdo do lactato e carboidratos residuais pelas bactérias
propiénicas ocorre depois da fermentagdo litica, constituindo um estagio vital
no processo de maturagdo dos queijos, principalmente o Suico (Chapaman e
Sharpe, 1981).

As bactérias propibnicas catabolizam a glicose pela via Embden-
Meyerhof-Pamas. Essas bactérias podem fermentar o lactato, com produgio do

piruvato; partindo do piruvato, podem formar o acetato e CO,; e pela reagio de
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transcarboxilagdo, ocorre a conversio do piruvato a oxaloacetato, que
posteriormente é convertido em succinato (Crow, 1986).

A fermentagdo pelas bactérias propidnicas pode ocorrer sobre a glucose,
glicerol e alguns aminoacidos, mas o principal substrato ¢ o lactato. Os produtos
principais desta fermentagdio sdo os acidos propidnico, acético e o CO,. Os
acidos acético e propidnico e alguns aminoacidos, como a prolina e
hidroxiprolina, sio responsaveis pelo sabor adocicado dos queijos; e o CO, é
responsavel pela formagdio de olhaduras. Estas duas caracteristicas desejaveis em
alguns tipos de queijos s3o indesejaveis no queijo Parmesdo (Furtado, 1991).

A formagiio de olhaduras tem inicio quando o queijo apresenta de 20 a
40 dias de maturacdo a 18 a 22°C. A formagdo de olhaduras inicia-se e é mais
acentuada no centro do queijo, onde o teor de sal na umidade é menor (Furtado,
1991).

Logo nos dois a trés primeiros dias de fabricagéio, toda a lactose €
convertida, pelas bactérias lacticas, em glucose e galactose por hidrélise, e
depois em acido latico. Conclui-se que cada molécula de lactose ¢ convertida em
quatro moléculas de acido latico.

A fermentagdo propidnica pode ocorrer tanto no acido latico
(CH;CHOHCOOH) como em seu sal lactato de calcio (CH;CHOHCOO),Ca.
Pelo balango da fermentagdo, observa-se que trés unidades de acido latico com
270 g fomecem duas unidades de acido propidnico com 148 g, uma unidade de
acido acético com 60 g, uma unidade de gas carbdnico com 44 g e uma de agua
com 18 g, em que uma unidade equivale a um mol de CO,, que equivale a 22,4
litros (Furtado, 1991; Furtado, 1993).

3CH;CHOHCOOH —» 2CH,CH,COOH + CH;COOH + CO; + H,0

acido Latico acido propidnico acido acético gas agua
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2.6 Proteolise em queijos

Segundo Fox (1989), a protedlise pode ser divida em trés fases distintas:
1) no leite, antes da fabricagdo; 2) na coagulagio enzimatica do leite e 3) durante
a maturagdo ou armazenamento. A protedlise no leite antes da fabricagio pode
ter origem na agdo de microrganismos, principalmente das enzimas de bactérias
psicrotréficas e de proteinases naturais do leite, como a proteinase alcalina
plasmina (E.C 3.4.21.7). Leites provenientes de animais portadores de mamites
podem conter proteinases de leucécitos, que alteram a qualidade e o rendimento
de queijos.

A maioria dos queijos obtidos por coagulagdo enzimatica do leite sdo
maturados. Na maturagdo, ha alteragdes bioquimicas nos principais constituintes
dos queijos, como proteinas, gordura e lactose residual. Os compostos principais
resultantes dos fenomenos de protedlise e responsaveis pelas caracteristicas de
flavor sdo: peptideos, aminoacidos, aminas, acidos, tidis, tioésteres, acidos
graxos, metil-cetonas, lactonas, acidos organicos, diéxido de carbono e alcoois
(Fox e Law, 1991). A hidrolise de proteinas, com a consegiiente perda da
estrutura protéica original, é o principal responsavel pelas alteragdes nas
propriedades reologicas dos queijos (Grappin, Ranck e Olson, 1985).

A degradagdo das matérias protéicas dos queijos (protedlise) é o
resultado de varias atividades enzimaticas, sendo que os principais contribuintes
sdo o coalho, proteinases e peptidases do fermento latico e/ou da flora natural do
leite e enzimas naturais do leite (Fox e Law, 1991). Todos estes agentes tém
agdo proteolitica sinergistica sobre a caseina, podendo o processo ser
considerado como uma quebra em cadeia (Desmazeaud e Gripon, 1977; Fox e

Law, 1991).

2.6.1 Métodos para avaliagiio da protedlise em queijos

Venema, Herstel e Elenbaas (1987) definiram grau de maturagdo como

sendo a extensdo da degradagao protéica em um quetjo produzido e estocado sob
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condigdes definidas. Os indices proteoliticos podem ser avaliados através da
utilizagdo de técnicas objetivas, como precipitagio fracionada (com acidos ou
solventes), eletroforese, cromatografia, espectrofotometria, e métodos subjetivos
COmO provas sensoriais.

A precipitagio fracionada oferece a base de métodos rapidos e simples
para quantificagdo das proteinas do queijo, toraram-se soliivel pela agdo de
enzimas proteoliticas. Grippon et al. (1975) descreveram técnicas de
fracionamento do nitrogénio em extrato de queijo preparado com citrato de
sodio 0,5 M, utilizando precipitagdes com acido cloridrico e com acido
tricloroacético.

Em 1977, Desmazeaud e Gripon realizaram estudos cromatograficos da
fragio solivel em pH 4,6 e determinaram que esta continha, principalmente,
compostos de massa molecular elevada, sendo que 28% dos peptidios eram
moléculas com massa molecular menor que 3000; 50% estavam entre 3000 e
5000 e 20% eram superiores a 5000. Para determinagdo de peptidios de baixo e
médio peso molecular, tem sido empregado o acido tricloroacético (TCA) em
concentracdes de 2 a 12% (Fox, 1989). Yvon, Chabanet e Pelissier (1989)
realizaram o fracionamento dos residuos obtidos do uso do TCA e verificaram
que os peptidios soliveis em TCA 12% continham de 2 a 20 residuos de
aminoacidos, enquanto os insoliveis continham de 10 a 65 residuos, sendo que,
todos os peptidios contendo menos do que sete residuos de aminoacidos foram
soliveis. Com estes resultados, os autores apresentam uma hipétese para o
mecanismo de solubilidade no TCA: o aumento no numero de residuos de
aminoacidos e na massa molecular dos peptidios ndo apresenta boa correlagio
com a solubilidade em TCA 12%. A principal caracteristica correlacionada com
a solubilidade em TCA 12% foi o aumento na hidrofobicidade superficial
acessivel dos peptideos. O fracionamento do nitrogénio solivel utilizado como

indice de maturagdo pode ser resumido na tabela 1.
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TABELA 1 Composigdo das fragdes de nitrogénio solivel usadas como indice

de maturagdo de queijos.

Indice Composi¢iio

N soluvel (agua, solugdo salina, pH 4,6)  proteinas, peptidios, aminoacidos

N néo protéico (solivel em TCA e peptidios e aminoacidos

alcool)

N soluvel em SSA peptidios muito pequenos,
aminoacidos

N soluvel em PTA e N solivel em ac. peptidios muito pequenos,

Picrico aminoacidos

SSA= acido sufosalicilico; PTA= acido fosfotungstico
Fonte: Law, 1987.

2.6.2 indice de extensio e profundidade da protedélise

O avango da protedlise em queijos pode ser mensurado através de
indices chamados de "extensdo" e “profundidade”. Extensio da protedlise é
caracterizada pela quantidade de substincias nitrogenadas soliveis (NS)
acumuladas durante o processo de maturagio, é expressa como porcentagem do
nitrogénio total e também conhecida como indice de maturagdo. Pode-se afirmar
que extensdo da protedlise em queijos € a a¢do proteolitica do coalho sobre as
caseinas, principalmente nas fragdes a e P, que elevam o teor de peptideos de
médio e baixo peso molecular que compdem o nitrogénio soliivel (Choisy et al.,
1984).

A determinagdo analitica da extensio da maturacio é baseada na
precipitagio isoelétrica da caseina a pH 4,6 em uma amostra diluida de queijo e
quantificagio das substincias soliveis através do método de Kjeldahl
(Wolfschoon-Pombo e Lima, 1989).
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Extensiio = NS x 100
NT

Profundidade da protedlise diz respeito s substincias nitrogenadas de
baixo peso molecular, acumuladas durante o processo de maturacéo, tendo como
compostos caracteristicos: aminoacidos, oligo-peptideos, aminas, entre outros. A
quantificagio da profundidade pode ser obtida pelo teor de nitrogénio néo
protéico (NPN), que sdo aqueles soliveis em acido tricloroacético (TCA) a 12%,
ou pela determinagio direta do aminoacido produzido e expresso como

percentual de proteina soluvel total (Wolfschoon-Pombo e Lima, 1989).

Profundidade = NNP x 100
NT

O indice de profundidade de protedlise € relacionado a atividade do
fermento. As proteinases e peptidases do fermento atuam sobre os peptidios,
principalmente aqules liberados devido a agdo do coalho, produzindo compostos
de baixo peso molecular e aumentando o nitrogénio solivel em TCA 12%
(Farkey e Fox, 1990; Choisy et al., 1984).

Dados experimentais em queijos Minas Frescal fabricados com acido
latico e fermento latico mostram que os fabricados com fermento apresentam
extensdo e profundidade da proteodlise maiores que aqueles fabricados com acido
latico (Wolfschoon-Pombo e Lima, 1989).

2.6.3 indice de tirosina e triptofano

Outro método tradicional para avaliagdo da maturagdo em queijos € a
determinagio espectrofotométrica dos aminoacidos tirosina e triptofano. A
liberagdo destes aminoacidos é uma consequéncia da agio das enzimas do

coalho e do fermento (Fox, 1988). A presenga de anel benzénico na estrutura
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destes aminoacidos e sua capacidade de determinagio em espectrofotémetro em
comprimento de onda de 270 e 290 nm toram sua quantificagio um método
simples e eficiente de determinagdo de indice de protedlise em queijos. Os
valores obtidos com a determinagio espectrofotométrica do aminoacido tirosina
normalmente apresentam a mesma tendéncia daqueles dos indices de extenséo e

profundidade da maturagéo em queijos.
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3 MATERIAL E METODOS

Queijos Parmesdo foram fabricados em trés dias alternados, sendo cada
dia uma repetigdo. Para cada fabricagdo foram utilizados 1500 litros de leite de
boa qualidade, selecionado, padronizando o teor de gordura para 2,6%. O leite
foi pasteurizado pelo processo HTST (placas) 72°C por 15 a 20 segundos e
resfriado para 32°C. A seguir foi inoculado com 10* ufc/ml, de bactérias
propi6nicas comercial , PS1 (Christian Hansen). O leite inoculado foi divido em
duas porgdes de 750 litros cada, sendo uma adicionada de 20 gramas de nitrato
de soédio para cada 100 litros de leite e a outra porgdo nédo recebendo o nitrato de
sédio. Com essas duas porgdes de leite, com e sem nitrato de sodio, foram
fabricados os queijos Parmesio segundo método proposto por Furtado e
Lourengo Neto (1994), como pode ser visto no fluxograma Figura 1.

A fabricagdo dos queijos foi realizada nas instalagdes da Cooperativa
| Agropecuaria Alto Rio Grande, na cidade de Lavras MG e as analises feitas nos
laboratérios de laticinios, microbiologia e de fisico-quimica de alimentos do

Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras.
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Leite padronizado
2

Pasteurizacgéo
l Fermento L.helveticus

P
™~

Adig8o de CaCly e
Coalho >

Coagulagfio 30 min.
\ 4
Corte da Coalhada
\ 20
1° Mexedura 20 min
\ 2
2°* Mexedura e aquecimento
A 4
3°® Mexedura 53°C até o ponto
V—
Pré prensagem 20 min
\ 4
Enformagem
A 4
Prensagem/24 horas
A 4
Salga em Salmoura 22 Bé
A 4
Prensagem/24 horas
A 4
Cura (10 - 12°C21 dias)
A 4
Cura 22 °C

FIGURA 1 Fluxograma de fabricagio do queijo Parmesio.

Logo apds o ponto, as massas obtidas dos dois tratamentos foram
dividas em 3 partes iguais antes da pré-prensagem, e cada uma dessas partes

recebeu os seguinte tratamento:
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1 - A massa foi pré-prensada diretamente como na fabricagdo
convencional de queijo Parmesdo. O peso utilizado na pré prensagem foi
equivalente ao dobro do peso da massa por 20 minutos a seguir, a massa foi
enformada em formas de 5 Kg e prensada por 24 horas, com viragens a cada 3
horas durante todo o tempo de prensagem;

2 - A massa foi adicionada de 2% de sal (NaCl) em relagdo ao peso
estimado, incorporado manualmente. A seguir, a massa foi pré-prensada com
peso equivalente ao dobro do de seu por 20 minutos e enformada em formas de
5 kg, sendo finalmente prensada por 24 horas, com viragens a cada 3 horas
durante todo o tempo de prensagem,;

3 - A massa foi adicionada de 5% de sal (NaCl), em relagdo ao peso
estimado de massa, sendo incorporado manualmente. A seguir foi pré-prensada
com peso equivalente ao dobro do seu, por 20 minutos e enformada em formas
de 5 kg, sendo finalmente prensada por 24 horas, com viragens a cada 3 horas
durante todo o tempo de prensagem.

Na Figura 2 é mostrado o esquema de condugdo desse trabalho.
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Leite 2.6 % de gordura

Inoculagéio com bactérias Propidnicas

Leite Inoculado com propidnicas
20g Nitrato de sodio/ 100 litros

Fabricago de queijos Parmesdo Fabricagdo de queijos Parmesgo

2% NaCl na 5% NaCl na 2% NaCl na 5% NaCl na
massa massa massa massa
Salmoura 48 Salmoura 24 Salmoura 48 Salmoura 24
horas horas horas horas
Salmoura 96 Salmoura 96
horas horas

FIGURA 2 Fluxograma de condugio do experimento

Os queijos, ao sairem da salmoura, foram transferidos para uma camara
fria com temperatura de 10-12°C e umidade relativa de 85%, onde
permaneceram por 24 horas, para secagem. Apos a secagem, os queijos foram
transferidos para outra cimara fria com temperatura de 10 + 2°C e umidade

relativa de 85%, permanecendo por 21 dias. Apos esse tempo, foram transferidos
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para outra cimara fria com temperatura de 22 * 2°C e umidade relativa de 85%,
onde permaneceram por 90 .dias. A cada tempo de analise (7; 30; 60 e 90 dias),
foi retirado um queijo de cada tratamento e repetigdo para que fossem efetuadas
as analises. Cada queijo foi partido de forma a mostrar a parte intena para o

levantamento fotografico e amostragens para as demais anélises.

3.1 Inoculagéio do leite com bactérias propidnicas

Apbs a padronizagdo, pasteurizagio e resfriamento, o leite foi inoculado
com a cultura de bactérias propidnicas comercial, PS1, da CHR Hansen, em

quantidade tal que apresentasse no leite uma concentragio de 10* ufc/ml.

3.2 Anilises realizadas no leite antes da inoculagio com bactérias

propidnicas

e Acidez Domic segundo método preconizado pelo LANARA (Laboratério
Nacional de Referéncia Animal) (Brasil, 1981).

e Teor de Gordura segundo método Gerber (Brasil, 1981).

¢ pH utilizando pHmetro Hanna 8314 previamente calibrado.

o Extrato Seco Total pelo método gravimétrico, segundo método preconizado
pelo LANARA (Brasil, 1981).

e Densidade com a utilizagio do termolactodensimetro de Quevenne e
corrigida para 15°C, segundo LANARA, Laboratorio Nacional de
Referéncia Animal, (Brasil, 1981).

o Contagem de microrganismos mesofilos totais, segundo método preconizado
pela ABNT, (1991).

3.3 Andlises realizadas no leite inoculado com bactérias propidnicas
¢ Contagem de bactérias propidnicas segundo método descrito por Carvalho

(1994).
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O meio utilizado foi LGA (Lithium Glicerol Agar) com seguinte

composigio:

Peptona Pancreatica 10g
Extrato de Levedura 10g
Lactato de Litio 10g
Leite em p6 desnatado 1g
Monhidrogenofosfato

monobasico (K,HPO,3H,0) 328g/L 1 mL
Sulfato de magnésio (MnSO,H,0) a56g/L. 1mL
Glicerol 6g
Solugdo Purpura de Bromocresol 10mL
Agua destilada 990mL
Preparo da solugdo de purpura de bromocresol:
Purpura de bromocresol 0,5g
Etanol 96 GL: 3mL
Agua destilada 100mL

O pH foi ajustado para 7,0 0,2 e a seguir foi esterilizado a 121°C/15
minutos. A incubagdo foi feita em anaerobiose a 30 °C por 6 dias e em
aerobiose por 2 dias. A contagem foi feita considerando as colénias que

amarelas.

3.4 Analises realizadas nos queijos

Os queijos foram amostrados e analisados nos seguintes tempos ap6s a
fabricacdo: 7; 30; 60 e 90 dias.

e pH: foi medido com a utilizagio de pHmetro Hanna 8314 previamente
calibrado e com eletrodo de penetragio;
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e Nitrogénio Total, NT; Nitrogénio solivel a pH 4,6, NS; Nitrogénio Néo

Protéico, NNP: foram determinados pelo método de Kjeldahl, segundo
técnica descrita por AOAC (1995).

Tirosina: pelo método proposto por (Vakarelis e Price, 1959).

Cloreto de sédio: foi utilizado o método de titulagio com tiocianato de
potassio a 0,IN (AOAC, 1995). Para determinar o gradiente de sal no
queijo, foi extraido um filete, com uma sonda, do exterior ao centro. Nesse
filete foi determinado o teor de sal a cada um cm, sendo a letra “A” a faixa
mais externa e “F” a faixa mais central do queijo.

Contagem de microrganismos mesofilos totais, segundo método

preconizado pela ABNT, (1991).

Contagem de bactérias propinicas segundo método descrito por

(Carvalho, 1994).

Umidade foi determinada pelo método gravimétrico (AOAC, 1995).
Documentagio fotogrifica: Foram feitas fotografias dos queijos cortados ao

meio para verificagdo visual do interior, corpo e textura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Matéria-prima

A qualidade do leite é de importancia indiscutivel na qualidade final de
qualquer derivado. A Tabela 2 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas do leite empregado para a fabricagio dos queijos Parmesdo
deste trabalho.

Os resultados das analises fisico-quimicas do leite (Tabela 2) mostram
que este atendeu as exigéncias da legislagdo brasileira para leite de industria,
atendendo, portanto, aos requisitos tecnologicos para fabricagdo do queijo
Parmesio.

Os resultados negativo para a prova de fosfatase alcalina e positivo para
a prova de peroxidase demonstram a eficiéncia do processo de pasteurizagio
utilizado. A contagem de microrganismos mesdfilos totais do leite foi baixa.
Essa carga microbiana, juntamente com a eficiente pasteurizagdo, sio a
demonstragdo de que o leite utilizado na fabricagdo dos queijos Parmesdo
possuia qualidade adequada.

A contagem de bactérias propidnicas apenas confirma o numero que foi
inoculado, 10* ufc/ml no leite. Observa-se que a contagem de meséfilos totais do
leite ap6s a inoculagio com bactérias propidnicas ndo foi aumentada
significativamente. Embora as bactérias propionicas tenham como temperatura
ideal de crescimento na faixa mesofilica, elas ndo crescem bem em meio de agar
padrdo e aerobiose, condigOes estas usadas na contagem de mesdfilos totais
(Cummins e Johnson 1991).
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TABELA 2 Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do leite utilizado

. .. ~ 1
na fabricagdo dos queijos Parmeséo .

Caracteristicas fisico-quimicas Resultados
Densidade 1,0373
Gordura (% m/v) 2,66
Acidez (°Domic) 16
Extrato Seco Total - EST (% m/v) 11,82
Extrato Seco Desengordurado — ESD (% m/v) 9,16
Crioscopia “Hortvet - 0,535
Fosfatase Acalina Negativo
Peroxidase Positivo
Caracteristicas microbiologicas

Contagem de meséfilos totais (antes da inoculagio .
com bactérias. propibnicas) (ufc/g) 1,31x 10
Contagem de mesofilos totais (ap6s a inoculagdo com .
bactérias. propionicas) (ufc/g) 1,7x10
Contagem de bactérias propidnicas (ufc/g) 1,9 x 10*

' Resultados médios de trés repetigdes.

4.2 Bactérias propidnicas nos queijos Parmesio

A Figura 3 mostra a variagdo na concentragdo de bactérias propidnicas
ao longo dos 90 dias de cura dos queijos Parmesdo fabricados com e sem adigio
de 20 gramas de nitrato de sodio para cada 100 litros de leite. Os dados
demonstram que a utilizagdo do nitrato de sodio pouco interferiu no
desenvolvimento das bactérias propidnicas, sendo que, o sétimo dia, sua

populagio manteve na ordem de 10° ufc/g em todos os tratamentos, ou seja, no
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mesmo ciclo logaritmico que foi inoculado ao leite antes da fabricagdo. Isso
pode ser explicado pelo fato, de que nesse periodo, além de pouco substrato
(lactato) no meio, essas bactéria ainda estavam em fase de adaptagdo, ja que o
inéculo utilizado foi cultura concentrada liofilizada para uso direto.

A capacidade de redugdo do nitrato pelas bactérias propidnicas ainda
ndo ¢ um fato completamente elucidado. Alguns autores (Swart et al., 1998;
Kaspar 1982.) relatam resultados de trabalhos indicando que essas bactérias
possuem atividade redutora. Outros autores (Van Gent-Ruijters, Vries e
Stouthamer, 1975; Cummins e Johnson 1991) argumentam que essa atividade é
dependente de fatores fenotipicos, ambientais e que nem todas as espécies

possuem esta capacidade, a exce¢do da P. freudenreichii subsp. freudenreichii.

—— Com Nitrato ---=--- Sem Nitrato

-
(=1 w o w (=}
1 1 L '] ]

Bactérias propi6nica (log ufc/g)
A

oy
(=]
1

3.5 T T L] T 1

7 30 60 . 90
Tempo de cura (dias)

FIGURA 3 Variagdo da concentragdo de bactérias propidnicas em queijos
Parmesdo fabricados com diferentes concentragdes de nitrato de

sodio ao longo do tempo de cura
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O efeito do nitrato de sodio sobre o desenvolvimento de bactérias
propidnicas pode ser também ilustrado pelas fotografias (Figura 4), que mostram
a presenca de olhaduras caracteristicas dessas bactérias no interior dos queijos
Parmesdo fabricados com e sem nitrato. Essas fotografias dos queijos aos 60
dias de cura confirmam os dados da Figura 1, quando foi encontrada a maior

contagem de bactérias propionicas nos queijos de todos os tratamentos.

Sem nitrato de sodio Com nitrato de sodio

FIGURA 4 Queijos Parmesdo aos 60 dias de cura, fabricados com e sem nitrato

de sadio.

A Figura 5 mostra as contagens de bactérias propidnicas nos queijos
Parmes@o que receberam 0, 2 e 5% de cloreto de sddio (NaCl) direto na massa.
Observa-se que até o trigésimo dia de cura, o desenvolvimento dessas bactérias
foi muito semelhante para todos os tratamentos. Ja aos 60 dias a, diferenga das
contagens de bactérias propidnicas entre os queijos salgados e ndo salgados na
massa foi muito evidente, chegando a zero nos queijos tratados com 5% de sal.
Nesse periodo, o efeito do NaCl sobre o crescimento de bactérias propidnicas foi
bastante evidente.

Nos queijos adicionados de 2% de NaCl, a redugdo total s6 aconteceu
aos noventa dias; entretanto, a contagem apresentada aos 60 dias ndo foi

suficiente para promover a formacdo de olhaduras, conforme pode ser visto na
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Figura 4. Ressalta-se, ainda, que nos queijos néo tratados com sal (NaCl), aos 60
dias de cura apresentaram contagem signiﬁéativamente maior do que os queijos
tratados. Isso conﬁnné dados da literatura sobre a baixa resisténcia das bﬁétéﬁas
propidnicas ao cloreto de sodio (CARVALHO, 1994; Carcano et al., 1995).

by
o
1

—o— 0% de sal
--&-- 2%de sal
—&— 5% de sal

o
2

o
1

Bactégias Prepidnicas (log pfc/g),,
¢ o [S] o :
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e
o

Tempo de cura (dias)

FIGURA 5 Bactérias propidnicas em queijos Parmesdo adicionados de

diferentes concentragdes de sal (NaCl) na massa, durante o tempo

de cura.

A Figura 6 apresenta fotografias dos queijos Parmes3o salgados com 2 e
5% de cloreto de sodio (NaCl) na massa, aos 60 dias de cura. Observa-se que os
queijos desses tratamentos ndo apresentam olhaduras propi6nicas caracteristicas
como as presentes nos queijos da Figura 4, o que confirma os dados da Figura 5.

Mesmo apresentando um certo numero de bactérias Propibnicas nos queijos

32



tratados com 2% de cloreto de sodio (NaCl), essa quantidade de bactérias pode
ndo ter sido o suficiente ou ndo ter encontrado ambiente favordvel para
fermentagfio e produgdo de CO2. Os queijos salgados na massa com 5% de sal

(NaCl), nesse mesmo tempo, ja ndo apresentavam bactérias propidnicas.

2% de NaCl 5% de NaCl

FIGURA 6 Queijos Parmesdo com 60 dias de cura, salgados com diferentes

concentracdes de cloreto de sédio na massa .

A contagem de bactérias Propionicas nos queijos Parmesdo fabricados
com nitrato de sddio ¢ 0,2 e 5 % de cloreto de sédio (NaCl) na massa € mostrada
na Figura 7. Comparando os dados das Figuras 3, 5, e 7, observa-se que a
combinagdo de cloreto de sodio mais nitrato causou maior redugdio na contagem
de bactérias propionicas nos queijos. Esse efeito foi mais evidente aos 60 dias,
quando a contagem dessas bactérias sofreu uma forte redugao.

Verifica-se que nos queijos tratados apenas com o cloreto de sodio, aos
trinta dias de cura, nos trés tratamentos 0, 2 e 5% de NaCl (Figura 5), as
contagens de bactérias Propionicas foram muito proximas entre os tratamentos
(10° ufc/g). Na Figura 7 (tratamentos nitrato mais sal), observa-se alteragdo na
contagem de 10, 10> e 10" ufc/g para os tratamentos 0, 2 e 5%, respectivamente,
demonstrando, assim, uma significativa redu¢io na contagem de bactérias

Propi6nicas quando se utilizou o nitrato e cloreto de sddio.
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Esses dados indicam que a combinagdo:cloreto de sédio/nitrato de sodio
¢ -mais eficiente no controle de bactérias propidnicas do que um dos sais
isoladamente. Isso pode ser melhor visualizado comparando as contagens de
bactérias propidnicas dos trés tratamentos, nas Figuras 5 e 7, aos 60 dias.
Observa-se que houve significativa redugdo da contagem nos queijos tratados
com 2 % de cloreto de sodio e zero de bactérias propi6nicas nos queijos tratados
com 5% de cloreto de sodio e nitrato de sodio. Dessa forma, a adi¢do dos sais de

forma associada é mais eficiente que a utilizagdo de sal isolado.

7.0
—&——com nitrato e 0% de sal
6.04 - - @ --comnitrato e 2% de sal
— -&— - com nitrato e 5% de sal
%0 5.0 4
S
=}
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FIGURA 7 Bactérias propibnicas em queijos Parmesédo fabricados com 20 g de
nitrato de sodio para cada 100 litros de leite e diferentes

concentragdes de sal (NaCl) na massa.
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4.3 Variag¢io no pH dos queijos Parmesio

Na Figura 8 encontram-se as curvas de evolugdo do pH nos queijos
fabricados com leite adicionado de nitrato de sédio e dos queijos fabricados sem
esse sal mais 5% de sal na massa. Observa-se que o pH dos queijos com nitrato
se manteve mais alto ao longo da cura, enquanto nos queijos fabricados sem o
nitrato de sodio apresentaram um pH menor. Esse efeito pode ser devido a uma
maior inibigdo das bactérias do fermento pela combinagdo dos dois sais nitrato e
cloreto de sodio.

O pH dos queijos logo apos a fabricagdo tende a abaixar gragas a agdo
das bactérias laticas do fermento, fermentando a lactose e liberando acido latico
no meio. A atividade das bactérias do fermento no queijo pode sofrer
interferéncia de alguns fatores, como inibidores ou bacteriostaticos, presentes no
queijo. A utilizagdo de cloreto de sodio em queijos, além da fungdo de sabor
interfere no crescimento microbiano. O nitrato de sodio, utilizado com o
objetivo de prevenir o estufamento tardio em queijos pode também inibir o
crescimento de bactérias laticas (Abreu, 1986; Carcano et al., 1995).

Mesmo tendo sofrido uma ligeira elevagdo do pH nos queijos fabricados
com nitrato, conforme ilustrado pela Figura 8, esses valores se mantiveram
préoximo a faixa normal, de pH, para esse tipo de queijo. Assim, deve-se ter
cuidado para que a combinagio de nitrato (NOs) e cloreto de soédio (NaCl) ndo
interfira nos processos de maturagdo do queijo, de forma a prejudicar a

qualidade final dos queijos.
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FIGURA 8 pH em queijos Parmesdo fabricados com e sem nitrato de sddio e
adicionado de 5% de sal (NaCl) na massa, durante o periodo de cura.

4.4 Indicadores de maturagiio dos queijos
4.4.1 indice de extensdo de maturaciio

A extensio de maturagdo expressa a relagio de material nitrogenado
sohivel (NS) acumulados no queijo durante o processo de maturagio, sendo esse
indice expresso como porcentagem do nitrogénio total (NT). Segundo Choisy et
al. (1984), a extensdo de maturagdo estd ligada mais diretamente a agdo das
enzimas do coalho sobre as caseinas. Essa agdo acontece principalmente sobre as
fragdes o e B, elevando a concentragfio de peptidios de médio e baixo peso
molecular no queijo.

Na Figura 9 pode ser observada a evolugdo dos indices de extensdo de
maturagio dos queijos parmesio fabricados com e sem nitrato e 0, 2 e 5% de sal
(NaCl) na massa, durante 90 dias de cura.

Nos queijos tratados apenas com nitrato (0% de NaCl) o indice extensdo

de maturagdo tendeu a ser maior, enquanto os queijos tratados com nitrato e 5%
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de NaCl tiveram o menor indice de extensio de maturagdo, mesmo se
comparado ao tratamento 5% sal e sem nitrato. Isso indica uma tendéncia de que
a combinagdo nitrato/cloreto de sédio pode ter interferido na velocidade de
maturacdo dos queijos. Dessa forma, o uso desses dois sais deve ser
rigorosamente controlados para evitar o comprometimento da maturagdo dos
queijos. No tratamento com 2% de sal (NaCl) e nitrato de sodio, houve uma
pequena redugdo do indice de extensdo de maturagdo, comparado ao mesmo teor
de sal (NaCl) e sem o nitrato de sodio.

Fazendo-se uma observagdo geral da Figura 9, pode-se dizer que ha uma
tendéncia de redugdo no indice de extensdo de maturagdo nos queijos tratados
com a associa¢do cloreto/nitrato de sodio, quando comparados com os queijos

tratados apenas com um desses sais.
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FIGURA 9 Indice de extensdo de maturacdo de queijos Parmesdo durante 90
dias de cura, fabricados com e sem nitrato de sodio e diferentes

concentragdes de sal (NaCl) na massa.
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4.4.2 Indice de profundidade de maturaciio

O indice de profundidade de matura¢do de queijos expressa o percentual
de compostos nitrogenados de baixo peso molecular em relagio ao nitrogénio
total do queijo. Este indice é diretamente relacionado 4 a¢do de enzimas
bacterianas que atuam sobre os macropetideos liberados principalmente pela
agdo de enzimas do coalho. Essa ag¢do leva & formagio de compostos
nitrogenados de menor peso molecular, podendo chegar até a aminoacidos, ou
seja, quanto maior o indice de profundidade de maturagdo maior o grau de
maturagdo do queijo (Wolfschoon-Pombo e Lima, 1989; Farkey e Fox, 1990).

A Figura 10 apresenta os resultados de indice de profundidade de
maturagdo em queijos Parmesdo fabricados com leite adicionado ou ndo de
nitrato de sédio e salgados com 5% de sal (NaCl) na massa, durante 90 dias de
cura. O indice de profundidade de maturagdo foi maior nos queijos sem nitrato
de sodio. Isso pode ser devido a ligeira inibigdo das bactérias laticas nos queijos
tratados com nitrato de sodio associado ao sal (NaCl). Esses dados podem ser
confirmados também pelos resultados de pH apresentados na Figura 8, quando o
pH dos queijos tratados com a associagdo sal (NaCl)/nitrato foi maior do que os
dos queijos tratados apenas com o NaCl. Esse comportamento pode ter sido
devido a inibigdo das bactéria do fermento litico, que ao reduzirem sua
atividade, reduzem, consequentemente, a quantidade de enzimas proteoliticas
e/ou pepitidoliticas no meio, causando uma redugdo nos niveis de maturag¢do dos
queijos. Dados semelhantes foram encontrados por Kristiansen et al. (1999),
levando os autores a afirmar que o cloreto de sodio reduz a atividade de agua, e
conseqilentemente, o crescimento bacteriano e o grau protedlise. Entretanto
Abreu (1986) comenta que o uso do nitrato de sodio no leite para fabricagio de
queijos pode, além de prevenir o estufamento tardio, inibir bactérias do fermento

latico, principalmente na presenga de alta concentragédo de sal (NaCl).
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FIGURA 10 Indice de profundidade de maturagio de queijos Parmesdo
fabricados com leite adicionados de nitrato de sédio e 5% de sal

(NaCl) durante o periodo de cura.

4.4.3 Aminoacidos tirosina e triptofano

A liberagdo dos aminoacidos tirosina e triptofano no queijo € uma
consequéncia da agdo de enzimas do coalho, principalmente, e também enzimas
microbianas sobre as proteinas e pepitideos do queijo.Sendo que sua presenga
em maior ou menor quantidade pode indicar o grau de maturagdo do queijo. A
Figura 11 mostra a evolugdo dos indices de tirosina e triptofano em queijos
fabricados com nitrato de sodio e salgados na massa com 0 e 5% de sal (NaCl).
Observa-se que o indice de tirosina aumentou nos queijos nao tratados com
cloreto de sodio na massa em relagdo aos queijos tratados com 5% desse sal,
indicando o efeito do cloreto de sodio sobre a maturagdo do queijo. O mesmo
comportamento € observado para o aminoacido triptofano, embora essa

diferenga tenha ocorrido com menor intensidade.
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FIGURA 11 indice de tirosina e triptofano em queijos Parmesdo fabricados com
nitrato de sodio e salgados na massa com 5% de NaCl, durante 90

dias de cura.

Na Figura 12 pode-se comparar a evolugdo dos indices de profundidade
de maturagdo e triptofano dos queijos fabricados com nitrato de sodio e 5% de
sal (NaCl) na massa. Observa-se que o teor de cloreto de sédio influenciou nos
dois indices. Tanto o indice de triptofano quanto a profundidade de maturagio
foram maiores nos tratamentos sem cloreto de sédio. Verifica-se que indice de
triptofano foi mais baixo ao longo de toda a cura no tratamento com 5% de sal
(NaCl), em relagdo ao tratamento sem cloreto de sédio, enquanto o indice de
profundidade de maturagdo aumentou de maneira mais acentuada aos 60 dias,
reduzindo ligeiramente aos 90. Fica evidente, pelos dados, a tendéncia de que a
combinagdo nitrato/cloreto de sodio interfere na maturagio do queijo,
diminuindo a velocidade e intensidade da maturag3o.

Esses dados sdo confirmados pela literatura. Segundo Kristiansen et al.,
(1999); Ardd e Gippon, (1995); Fox, (1988) que diz que o teor de sal dos queijos
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interfere diretamente sobre o crescimento de bactérias laticas, sobre a atividade

enzimatica e, conseqiientemente, sobre o processo de maturagdo dos queijos.
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FIGURA 12 Indice de triptofano e profundidade de maturagio em queijos
Parmesdo fabricados com nitrato de sodio e sal (NaCl) na massa

durante o periodo de cura.

Na Figura 13 sdo apresentadas as curvas dos indices de profundidade de
maturagdo e tirosina ao longo de 90 dias de cura dos queijos Parmesdo
fabricados cbm e sem nitrato e 0 e 5% de sal (NaCl) na massa. Nela pode ser
visto o efeito do NaCl sobre a liberagdo de tirosina nos queijos, assim como
sobre o indice profundidade de maturagdo. Comparando os resultados dos
queijos ndo tratados com sal (NaCl) com os queijos tratados, verifica-se que os
dois indices, tirosina e profundidade, de maturagdo foram maiores para os
queijos que ndo foram tratados com esse sal na massa. Esses dados mostram que

o aumento do teor de sal no queijo reduziu a liberagdo de tirosina e,
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conseqiientemente, o nivel de maturagdo dos queijos. Os queijos com 0% de sal
(NaCl) foram salgados apenas em salmoura. Neste sistema de salga, leva um
tempo maior para que o teor de sal se uniformize no queijo deixando o centro do
queijo com uma menor concentragio enquanto os queijos tratados com o sal na
massa ja apresentam uma distribui¢do de sal mais uniforme desde o inicio da

maturacdo.
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FIGURA 13 indice de tirosina e profundidade de maturagio em queijos
Parmesdo fabricados com nitrato de sodio e sal (NaCl) na massa,

durante o periodo de cura.

A Figura 14 mostra a evolugdo dos indices de tirosina e triptofano ao
longo de 90 dias de cura dos queijos Parmesdo fabricados com e sem nitrato de
sodio e salgados na massa com 5% de cloreto de sodio. Observa-se, pelos dois

graficos, que nos queijos fabricados com nitrato os teores de tirosina e triptofano
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foram ligeiramente menores do que nos queijos sem esse sal (NaCl). Isso
confirma dados anteriores de que a combinagdo nitrato e maior concentragdo de
cloreto no queijo pode levar a um retardamento do processo de maturagdo dos
queijos. Essa redugdo pode ser devida a uma inibigdo das bactérias laticas do
fermento e a propria agdo do cloreto de sodio, que, segundo varios autores
(Alais, 1991; Lawrence, Creamer e Gilles,1987; Fox,1987), reduz a intensidade

de maturagdo de queijos.
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FIGURA 14 indices de triptofano e tirosina em queijos Parmesdo fabricados

com nitrato de sodio e salgados na massa com 5% de sal (NaCl).

43



-

|

Ja.

4.5 Cloreto de sédio nos queijos

A distribuicio de sal no queijo é fundamental na definicdo das
caracteristicas de sabor, além de interferir nos aspectos de crescimento de
microrganismos e maturagio do queijo. Varios fatores interferem na difusdo e
gradiente de distribuicdo de sal nos queijos (Spreer, 1991; Sandri et al., 1995). O
formato, o tipo de salga, a temperatura, a umidade sdo exemplos desses fatores.
Farkye e Fox. (1990) afirmam que queijos Gouda salgados em salmoura
apresentam, na regido proxima a periferia, até 2.28 vezes o teor de sal do centro
do queijo.

Foram analisados os teores de cloreto de sédio nos queijos, a cada 1,0
cm da periferia para o centro, sendo a letra “A” correspondente a regiio da
periferia ¢ a “F” a regido central. Na Figura 15 sio apresentadas as curvas
demonstrativas do gradiente de sal (faixas A a F) nos queijos Parmesdo salgados
com 0, 2 e 5% de cloreto de sédio direto na massa e 96, 48 e 24 horas em
salmoura a 20% de sal, aos 7 dias de cura. Os dados mostram que o teor de sal
no interior dos queijos (faixa F) salgados na massa com 2 e 5% de sal (NaCl) foi
maior do que nos queijos que foram salgados apenas em salmoura (0%).
Considerando que o sal nos queijos tem efeito inibidor sobre microrganismos,
esse nivel mais alto de sal no interior dos queijos desde o inicio da cura pode
explicar o baixo crescimento de bactérias propidnicas nos queijos tratados com
sal (NaCl) na massa. Esses resultados estido de acordo os encontrados por Sandri
et al,, (1995); Carvalho, (1994); Sandri et al., (1995); Richoux, Faivre e Kerjan,
(1998), que demonstram que as bactérias propidnicas tém pouca resisténcia a
concentragoes de cloreto de sodio.

Essa maior concentragdo de sal no interior dos queijos desde o inicio da
maturagdo proporciona maior seguranga, considerando o efeito inibidor do sal

sobre microrganismos e, em especial, sobre as bactérias propidnicas.
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FIGURA 15 Gradiente de sal (NaCl) em queijos Parmesio salgado em salmoura

e direto na massa com 2 e 5% de sal, aos 7 dias de cura.

As fotografias apresentadas na Figura 16 mostram o interior dos queijos
tratados e ndo tratados com sal (0% NaCl), permitindo a visualizagio de corpo e
textura. Observa-se que os queijos sem sal apresentam um consideravel niimero
de olhaduras caracteristicas de bactérias propionicas. As olhaduras nesses
queijos se encontram predominantemente na regido central, ou seja, onde esta a
menor concentragdo de sal, conforme Figura 15. Essa regido de baixa
concentragdo de sal e pouco oxigénio é um ambiente favoravel ao
desenvolvimento de bactérias propidnicas, que sdo anaerdbias e pouco
resistentes ao sal (NaCl).

Ja os queijos tratados com sal (NaCl) na massa apresentaram uma
estrutura interna compacta, sem a presenga de olhaduras causadas pelo
desenvolvimento de bactérias propidnicas. A diferenga visual das fotografias,
comparadas ao grafico (Figura 15), confirmam o interior do queijo que ndo foi

salgado na massa (0%) (faixa F) apresenta o menor teor de sal, enquanto os
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queijos salgados na massa com 5% de sal apresentaram o maior teor de sal desde
os 7 dias de cura. A presenga de uma maior ou menor concentragio de sal
(NaCl) na regido central do queijo desde o inicio da maturagdo pode determinar
se esse queijo apresentard ou ndo o defeito de estufamento por bactérias
propidnicas. A utilizagdo de sal (NaCl) diretamente na massa ¢ uma forma de
evitar o desenvolvimento de bactérias propidnicas em queijos, gracas a melhor e

mais rapida distribui¢do do sal na massa do queijo.

0% de NaCl 0% de NaCl

2% de NaCl 5% de NaCl

FIGURA 16 Fotografias dos queijos Parmesdo salgados na massa com 0, 2 e 5%
de sal (NaCl).

Ao longo da cura, ¢ natural a perda de agua pelo queijo. A Figura 17
mostra a curva de umidade dos queijos durante de 90 dias de cura.Verifica-se
que o queijo apresentava uma umidade de 37,38% aos 7 dias, cai para 31,2% ao

final de 90 dias. Como o sal presente no queijo fica dissolvido na agua, a sua
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redugio provoca uma concentragio de sal na umidade, tomando o ambiente
desfavoravel ao crescimento microbiano. A

As curvas de teores de cloreto de sodio, nas faixas A e F (regido da
periferia e central) dos queijos tratados com 5% de NaCl na massa, sdo
mostradas Figura 17. Observa-se que desde os 7 dias, a regido da periferia jase
apresentava com uma concentragdo de cloreto de sddio superior a da regido
central do queijo sendo que a diferenga entre os dois tratamentos cai aos 90 dias
de cura. A maior diferenca na regido periférica (faixa A) pode ser devido a
maior desidratagio que ocorre na regido periférica do queijo, comparada com a
desidratagsio da regido central. E a deducdo da diferenga aos 90 dias de cura é

devida a melhor distribuigio de sal no queijo ao longo do tempo.
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FIGURA 17 Cloreto de soédio na regido da periferia (faixa A) e no centro
(faixaF) e umidade dos queijos Parmesdo salgados na massa com
5% de sal (NaCl).

Comparando a curva de umidade com as dos teores de sal nas faixas A e

F aos 7 dias de cura, verifica-se que nesse periodo a concentragdo de sal na
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regido periférica era muito maior (faixa A) do que na regido central do queijo
(faixa)F; enquanto aos 90 dias essa diferenga entre as duas faixas diminui. Essa
reducdo da diferenca entre os teores de sal (NaCl) na regido periférica e da
regido central pode ser devido a perda de umidade ao longo da cura e 3
tendéncia de a concentragdo de sal no queijo se equilibrar ao longo da cura.

A Figura 18 mostra as curvas com os teores de sal na regido central dos
queijos salgados em salmoura (0%) e direto na massa com 2 e 5% de sal (NaCl)
(faixa F), durante 90 dias de cura. Esses resultados mostram que os queijos
salgados diretamente na massa, desde o inicio da maturagio ja apresentaram, na
regido central, um teor de sal maior do que os queijos salgados apenas na
salmoura. Esses dados, associados a contagem de bactérias propidnicas (Figura
5), confirmam porque a contagem dessas bactérias reduziu ao longo da cura
nesses tratamentos, quando comparados ao tratamento sem a salga na massa.
Isso pode ser devido a baixa resisténcia das bactérias propidnicas a maiores

concentragdes de sal.
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FIGURA 18 Teor de Sal (NaCl) na regido central (faixa F) dos queijos salgados

na massa com 0, 2 e 5% sal na massa, durante 90 dias de cura.
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O processo de salga mais utilizado para queijos Parmesdo € o uso de
salmoura. Nesse processo, o sal leva um tempo relativamente grande para que
migre até a regido central do queijo. Durante esse tempo, o ambiente se torma
favoravel ao crescimento de bactérias propidnicas, que sdo anaerébias e exigem
lactato como fonte de energia e ndo toleram altas concentragdes de cloreto de
sodio, ocorrendo ,assim, o seu crescimento e consequente formagdo de olhaduras
como pode ser visto na Figura 16.

A Figura 19 mostra os teores de cloreto de sédio na regido periférica
(faixa A) dos queijos Parmesdo fabricados com e sem nitrato de sodio, durante
90 dias de cura. Observa-se que o nitrato de sodio néo afetou a absorgdo de sal
nos queijos. Ao longo da cura, os teores de sal dos queijos com e sem nitrato
evoluiram de maneira muito semelhante, embora tenha ocorrido um aumento da
concentragdo de sal nesse periodo. Esse aumento de concentragdo nos queijos se
deve a perda de umidade durante a cura desses queijos. Como o sal no queijo
esta dissolvido na fase aquosa, a medida que esta diminui, a concentragdo

aumenta.
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FIGURA 19 Cloreto de sodio na regido periférica (faixa A) dos queijos
Parmesdo fabricados com e sem nitrato de sodio e salgados com
5% de sal (NaCl) na massa, durante 90 dias de cura.
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A difusio do sal nos queijos ocorre devido a diferenca de pressdo
osmética. Quando entra o sal saem a agua e substincias sohiveis do interior da
massa do queijo. Assim, 4 medida que aumenta o teor de sal na massa do queijo
hd uma tendéncia de para o equilibrio osmético, ocorrendo uma redugdo na
velocidade migragdo de sal no queijo. Essa redugo na velocidade de migragio
de sal no queijo ndo estd bem clara, mas pode ser devida a um aumento de
viscosidade da solugéo que se torna mais um fator de impedimento da difusdo de
sal nos queijos (Guinee e Fox, 1987). Na Tabela 3 sdo apresentados dados
referentes ao percentual de aumento (absorgdo) de cloreto de sédio no interior
dos queijos (faixa F), entre 7 e 90 dias de cura. Os dados mostram que o
aumento de sal (NaCl) nos queijos tratados com 0% de sal na massa foi 4,7
vezes maior que o aumento observado nos queijos salgados com 5% de sal na
massa. Essa grande diferenga pode ser explicada pela maior diferenca de pressio
osmética entre a massa dos queijos salgados na massa e os salgados em
salmoura (0%). Observa-se que os queijos salgados na massa com 2% de sal
(NaCl) apresentaram um aumento intermediario (235%), ficando entre os

tratamentos 0 e 5% de sal.

TABELA 3 Comparagio entre a porcentagem de aumento do teor de sal no
interior (faixa F) dos queijos Parmesio tratados com 0,2 e 5 % de

cloreto de sédio, entre 7 e 90 dias de cura .

Tratamentos (% sal na massa) % de aumento do teor de sal (NaCl)
0 678
2 235
> 144

' Resultados médios de 3 de repetigdes.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados experimentais pode-se concluir que:

A adigdo de sal (NaCl) a massa do queijo foi eficiente no controle de
bactérias propidnicas, e evitou a formagdo de olhaduras propinicas
em queijo Parmesao;

O nitrato de sédio por si s6 ndo foi efetivo para evitar o crescimento
de bactérias propidnicas;

A associagdo do nitrato ao cloreto de sddio apresentou uma agdo
mais efetiva na inibi¢do de bactérias propidnicas e provocou redugéo
nos indicares de maturagio porém sem afetar as caracteristicas
normais do queijo Parmes@o.

A velocidade de migragdo de sal nos queijos ndo salgado na
massa foi maior do que nos queijos salgados na massa.

A concentra¢gdo de sal no interior dos queijos salgados na
massa foi superior a dos queijos sem sal na massa em todos os
tempos de analises.

O nitrato de sddio ndo afetou a migragdo de sal nos queijos

Parmes3do.
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