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Resumo

O Queijo de Manteiga € um produto de grande consumo e valor socioecondémico para 0
Nordeste brasileiro. Para a sua elaboracdo, a Legislacdo estabelece que a coagulacao do leite
seja realizada com acidos organicos; no entanto, pequenos produtores realizam essa etapa pela
acao da microbiota natural do leite. O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso da acidificacao
microbiana com cultura iniciante tipo “LD”, comparativamente a acidificagdo direta com o
uso de emulsificante, sobre as caracteristicas quimicas, fisicas e microbiolégicas do produto
final. O experimento foi realizado em triplicata, representando processamentos independentes.
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Os tratamentos ndo apresentaram impacto sobre o teor de gordura dos queijos, mas o pH, a
umidade e o teor de cinzas do queijo elaborado por acidificagcdo direta foram superiores
(p<0,05) ao do queijo elaborado por acidificagdo microbiana. O queijo elaborado por
acidificagdo direta se mostrou menos firme e com menor mastigabilidade (p<0,05). Todos os
queijos atenderam ao estabelecido pela IN n°® 60/2019, com contagem de coliformes fecais
<3,0 NMP/g, auséncia de Salmonella sp e Staphylococcus spp <10,0 UFC/g. No entanto, a
contagem de bacteérias lacticas foi maior no queijo elaborado por acidificacdo microbiana. Por
apresentar menor pH e maior contagem de bactérias lacteas, é possivel que o queijo de
manteiga obtido por acidificagdo microbiana apresente maior seguranca alimentar que o
queijo elaborado por acidificacao direta, dado que bactérias lacticas, por estarem associadas a
producdo de bacteriocinas, apresentam efeito inibitorio sobre o crescimento de bactérias
patogénicas. Estudos futuros devem explorar esta hipotese.

Palavras-chave: Requeijdo do Norte; Perfil de textura; Fermentagdo microbiana;
Acidificacao.

Abstract

“Queijo de Manteiga” is a product of great consumption and socioeconomic value for the
Brazilian Northeast. For its elaboration, the Legislation demands that the milk coagulation be
done with organic acids; however, small producers perform the acidification with the natural
milk microbiota. The objective of this work was to evaluate the use of microbial acidification
with "LD" type starter culture, compared to direct acidification with the use of emulsifiers, on
the chemical, physical and microbiological characteristics of the final product. The
experiment was carried out in triplicate, representing independent processing. The treatments
had no impact on the fat content of the cheeses, but the pH, moisture and ash content of the
cheese made by direct acidification were higher (p<0.05) than the cheese made by microbial
acidification. The cheese made by direct acidification was less firm and less chewiness (p<
0.05). All cheeses complied with the established by IN number 60/2019, with fecal coliform
count <3.0 MPN/g, absence of Salmonella sp and Staphylococcus spp <10.0 CFU/qg.
However, the lactic bacteria count was higher in the cheese made by microbial acidification.
As it has a lower pH and a higher lactic acid bacteria count, it is possible that the “queijo de
manteiga” obtained by microbial acidification has greater food security than the cheese made
by direct acidification, since due to the milk bacteria, association with the production of
bacteriocins, they have an inhibitory effect on the growth of pathogenic bacteria. Future

studies should explore this hypothesis.
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Resumen

“Queijo de Manteiga” es un producto de gran consumo y valor socioecondomico para el
noreste de Brasil. Para su elaboracion, la Legislacion establece que la coagulacion de la leche
se realiza con &cidos organicos; sin embargo, los pequefios productores realizan este paso a
través de la accion de la microbiota de leche natural. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
uso de la acidificacion microbiana con cultivo iniciador tipo "LD", en comparacion con la
acidificacion directa con el uso de emulsionantes, sobre las caracteristicas quimicas, fisicas y
microbioldgicas del producto final. EI experimento se realizd por triplicado, lo que representa
un procesamiento independiente. Los tratamientos no tuvieron impacto en el contenido de
grasa de los quesos, pero el pH, la humedad y el contenido de cenizas del queso hecho por
acidificacion directa fueron mas altas (p<0.05) que el queso hecho por acidificacion
microbiana. El queso elaborado por acidificacion directa demostré ser menos firme y menos
masticable (p<0.05). Todos los quesos cumplieron con lo establecido por IN nimero 60/2019,
con recuento de coliformes fecales <3.0 NMP/g, ausencia de Salmonella sp y Staphylococcus
spp <10.0 UFC/g. Sin embargo, el recuento de bacterias lacticas fue mayor en el queso
elaborado por acidificacién microbiana. Debido a que tiene un pH mas bajo y un mayor
recuento de bacterias lechosas, es posible que el queso de mantequilla obtenido por
acidificacion microbiana tenga mayor seguridad alimentaria que el queso elaborado por
acidificacion directa, ya que las bacterias de la leche, debido a que estan asociadas con la
produccion de bacteriocinas, tienen un efecto inhibitorio. sobre el crecimiento de bacterias
patogenas. Los estudios futuros deberian explorar esta hipotesis.

Palabras clave: “Requeijao do Norte”; Perfil de textura; Fermentacion microbiana;

Acidificacion.

1 Introducéo

Queijo de Manteiga, também conhecido como Requeijao do Norte, € um produto
tipico do Nordeste Brasileiro (Cruz, et al., 2009), e de grande valor social, cultural e
econdmico para a regido (Viana, et al., 2009).

O produto é classificado na categoria de “queijo fundido” (Van Dender, 2006), e para
a sua elaboracéo, a Legislacdo Brasileira estabelece que a coagulacdo do leite seja realizada
com &cidos organicos, seguindo-se dessoragem, lavagem e fusdo da massa, com a adicdo
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exclusiva de manteiga de garrafa, também conhecida como manteiga da terra ou do sertdo
(Brasil, 2001), produto também tipico da regido Nordeste do Brasil. A despeito do que
estabelece a Legislacdo Nacional, diversificacGes sdo observadas na fabricacdo do queijo de
manteiga (Cavalcante & Costa, 2005; Nassu, et al., 2003).

Por ter se originado como uma forma de aproveitamento do leite coagulado
espontaneamente pela acdo da microbiota lactica natural (Van Dender, 2006) ainda hoje, em
pequenas unidades produtoras do Nordeste brasileiro, a fabricacdo do queijo de manteiga
envolve coagulacdo espontanea do leite pela acdo de sua microbiota lactica natural (Van
Dender, 2006; Viana, et al., 2009). A pratica aumenta o tempo de coagulacdo do leite para
algo entre 15 e 20 horas (Ventura, 1987), ocasionando na falta de padronizacdo do queijo.
Adicionalmente, variacdes entre as microbiotas de diferentes produtores levam a variaces na
composicao centesimal (Jassen-Escudero & Rodriguez-Amaya, 1981; Nassu, et al., 2003), na
qualidade microbioldgica (Alexandre, et al., 2016; Feitosa, et al., 2003; Viana, et al., 2009),
no prazo de validade (Guerra & Guerra, 2003) e na composicao e caracteristicas sensoriais do
produto final (Nassu, et al., 2003; Nassu, et al., 2009), prejudicando a definicdo de uma
identidade para o queijo de manteiga.

Uma alternativa para padronizar e melhorar os atributos de qualidade do queijo de
manteiga, e a0 mesmo tempo aproximar o seu processo de fabricacdo aquele que o originou,
consiste no uso de culturas lacteas iniciadoras para acidificar o leite, e produzir o coagulo a
ser fundido. O uso de bactérias lacticas iniciadoras pode ser vantajoso na elaboracdo do queijo
de manteiga porque além delas converterem a lactose a acido lactico necessario para reduzir o
pH do leite (Goktepe, 2006; Walstra, et al., 2006), elas também produzem compostos
aromaticos desejaveis, tais como diacetil, acetoina, e acetaldeido (Hladikova, et al., 2012), e
uma ampla variedade de metabdlitos antimicrobianos (Géalvez, et al., 2007).

Uma das etapas mais importantes na fabricacdo do queijo de manteiga € a fusdo da
massa, onde ocorre uma “cremificacdo” da caseina e demais proteinas, através da
emulsificacdo da manteiga de garrafa na massa. Um gel obtido por coagulacdo é&cida
encontra-se desmineralizado, fragil e quebradico (Almeida, 2008); nesse caso, 0 uso de um
emulsificante promove uma maior interagdo da rede proteica com a agua e a gordura,
produzindo uma emulsdo mais homogénea (Caric, et al., 1985; Ellinger, 1972; Guinee, et al.,
2004; Meyer, 1973; Mizuno, et al., 2005), mais suave e cremosa (Van Dender, et al., 2006). A
funcdo basica desses aditivos € “sequestrar” o cdlcio do leite, auxiliando no rompimento da

rede proteica de fosfato de célcio presente no leite, e regular o pH da massa, promovendo uma
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maior interacdo da rede proteica (Caric, et al., 1985; Ellinger, 1972; Meyer, 1973; Mizuno &
Lucey, 2005; O’Callaghan & Guinee, 2004).

Na fabricacdo do queijo de manteiga, tanto a acidificacdo direta, como a acidificacdo
realizada por culturas iniciantes podem trazer vantagens aos pequenos e medios laticinios da
regido Nordeste do Brasil, notadamente no que se refere a reducdo do tempo de coagulacéo e
a melhoria da qualidade sensorial e identidade do produto. Mas, para que a pratica seja
absorvida tanto pelos pequenos empresarios locais, como pela Legislacdo Brasileira, sao
necessarios estudos que explorem o efeito dessas duas opcOes de acidificacdo sobre a
qualidade do produto final.

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar, no processamento do queijo de
manteiga, o impacto da acidificacdo com cultura iniciante comparativamente a acidificacdo

direta sobre qualidade quimicas, fisicas e microbioldgicas do produto final.

2 Metodologia

A presente pesquisa € de natureza laboratorial de método quantitativo (Pereira, et al.,
2018).

2.1 Materiais

Para a elaboracdo dos queijos, foi utilizado leite cru integral, adquirido de produtores
da area rural do municipio de Sao Cristovdo, Sergipe, Brasil, e a manteiga de garrafa no
Mercado Municipal de Aracaju, Sergipe, Brasil. A cultura lactea correspondeu ao tipo “LD”,
codigo CNH-22, adquirida da empresa Christian Hansen®, Valinhos, S&o Paulo, e composta
pelas bactérias Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis cremoris,
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris e Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
Diacetylactis. O cloreto de sddio utilizado foi de grau alimenticio (Miramar®, Rio Grande do
Norte, Brasil) adquirido em estabelecimento comercial em Aracaju, Sergipe. Foram utilizados
acido lactico e emulsificante polifosfato de sodio de grau alimenticio, ambos da empresa
Docina Nutri¢do Ltda, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
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2.2  Delineamento experimental

Queijos de manteiga foram produzidos utilizando-se dois tipos distintos de
processamento: O um deles realizado por acidificacdo direta com &cido latico, conforme
determina a IN n°® 30/2001 (Brasil, 2001) e o outro envolvendo a acidificacdo do leite por
meio de fermentacdo microbiana, a fim de se testar uma alternativa a acidificagdo direta.

Para o queijo elaborado por acidificacdo direta foi adicionado emulsificante
polifosfato de sédio a 2,5% (m/m), em concentracdo otimizada em estudos prévios. Os
experimentos foram conduzidos em trés repeticGes, independentes, representando
processamentos realizados em dias distintos, no Laboratdrio de Produtos de Origem Animal
do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Sergipe
(UFS).

2.3 Processamento

Inicialmente, o leite integral (pH 6,53; acidez titulavel 0,15 % &cido lactico; densidade
1,030 g/mL; gordura 3,5% e cinzas 0,66%) foi submetido a pasteurizacdo lenta (63-
65°C/30min) e na sequéncia os queijos foram produzidos seguindo-se procedimentos gerais
descritos por Nassu et al. (2003). Para o queijo elaborado por acidificacdo direta, o leite
pasteurizado foi aquecido a 80°C, adicionando-se em seguida 0,3% de &cido lactico a 85% e
elevando-se a temperatura do mesmo a 90°C até formacdo do coagulo e liberacdo de soro com
coloragéo esverdeada.

Para 0 queijo acidificado pela a¢do de micro-organismos, o leite pasteurizado foi
resfriado a 30°C e inoculado com 1,5% da cultura lactea anteriormente descrita, sendo
mantido a 35°C por 18 h até a obtencdo da coalhada. A inoculacdo da cultura seguiu-se o
recomendado pelo fabricante, onde os granulos liofilizados foram adicionados diretamente no
leite pasteurizado, seguindo-se agitacdo lenta por entre 10 e 15 minutos, e posterior
incubacao.

A massa coagulada por acidificacdo direta e microbiana foi cortada e deixada em
repouso para decantacdo; posteriormente foi aquecida a 60°C e agitada gentilmente por
aproximadamente 20 min, para facilitar a expulsdo do soro. Apoés a retirada do soro, tanto o
coagulo obtido por acidificagdo direta como aquele gerado por acidificagdo microbiana foram

submetidos a lavagem. Inicialmente foram realizadas trés lavagens sucessivas com agua, e na
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sequéncia, a massa foi lavada com leite pasteurizado aquecido entre 55 e 60°C, até que seu
pH atingisse aproximadamente 5,5.

A massa lavada sofreu adicdo de sal refinado na proporcao de 1% m/m. Para o queijo
elaborado por acidificacdo direta houve também a adicdo do emulsificante polifosfato de
sodio na propor¢do de 2,5% (m/m) (de acordo com testes realizados). Iniciou-se a fusdo da
massa mantendo-a por cinco minutos a temperatura entre 85 e 90°C; decorrido esse tempo, a
manteiga de garrafa foi adicionada lentamente (~25% m/m) sob agitacdo constante durante
aproximadamente 25 minutos até a completa fusdo e homogeneizacdo da manteiga na da
massa proteica e incorporacdo da manteiga ao sistema. Apds a fusdo da massa, 0s queijos
foram moldados a quente em formas de policloreto de vinila (PVC) previamente higienizadas,
levados a camara de refrigeracdo para resfriarem até a temperatura de 10°C, e na sequéncia,

embalados (cloreto de polivinila) e armazenados a 10°C até o0 momento das analises.

2.4  Composicdo e caracterizacao fisico-quimica

A composicdo dos queijos (proteina, lipidios, calcio, cinzas e umidade) e
caracterizagdo fisico-quimica (pH, acidez titulavel e atividade de agua) foram determinadas
no 5° dia de armazenamento refrigerado a 10°C. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

Para a determinacédo do pH, inicialmente 10g de queijo foram triturados em 100mL de
agua destilada com auxilio de um bastdo até que as particulas ficassem uniformemente
dispersas na agua. Na sequéncia, o pH foi determinado pela imerséo direta do eletrodo (Hanna
Instruments, modelo HI 221, EUA) previamente calibrado (Instituto Adolfo Lutz, 2008). A
acidez foi determinada por titulometria para determinar a concentracdo de acido lactico com
titulacdo direta com solucdo padrdo de hidroxido de sodio e indicador de fenolftaleina, sendo
os resultados expressos em percentagem de acido lactico (Instituto Adolfo Lutz, 2008). O teor
de solidos foi obtido pela determinacdo do teor de umidade, através do método gravimétrico
de secagem a 105°C. Inicialmente as amostras foram colocadas em estufa a 105°C por 3
horas, e ap6s esse periodo, elas foram resfriadas em dessecador a temperatura ambiente e
pesadas. Na sequéncia o material retornou a estufa aquecida sob as mesmas condi¢des por 1
hora, e novamente resfriado em dessecador e pesado. Essa operacdo foi repetida até que a
diferenca entre pesagens sucessivas ndo excedesse 1mg (Instituto Adolfo Lutz, 2008). O teor
de proteina foi determinado pelo método de Kjeldahl, multiplicando o fator de 6,38 (AOAC,
1997), e o teor de lipidios pelo método de Gerber (Brasil, 2006). A gordura foi corrigida para
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0 teor de extrato seco (GES) visando avaliar a classificacdo do queijo quanto teor de gordura,
expresso em percentagem na base seca. O teor de cinzas foi determinado pelo método
gravimétrico, incinerando 5 g de amostra em mufla a 550°C (Instituto Adolfo Lutz, 2008), o
teor de célcio foi determinado por titulagio complexométrica com EDTA (&cido
etilenodiamino tetraacético). A atividade de agua (aw) foi determinada no Aqualab® (modelo
CX-2, Decagon Devices Inc., EUA).

25 Perfil de textura

O perfil de textura dos queijos foi determinado em um texturdmetro CT3 (Brookfield
Middleboro, EUA) em amostras com 20 mm de didmetro e 20 mm de altura. Para a analise,
utilizou-se uma probe TA4/100, formato cilindrico de acrilico com 35 mm de didmetro.

Condicdes de teste: (1) velocidade de pré-teste = 1,0 mm/s; (2) velocidade de teste =
1,0 mm/s; (3) velocidade pos-teste = 1,0 mm/s; (4) distdncia de compressdo = 10 mm,
equivalente a 50% de compresséo; (5) forca de contato = 10 g.

Os parametros de interesse gerados pelo perfil de textura foram dureza, coesividade,
elasticidade, adesividade e mastigabilidade (Kramer & Szczesniak, 1973). As anélises do
perfil de textura foram realizadas em triplicata.

2.6 Analises microbioldgicas

Os queijos de manteiga elaborados através dos dois tratamentos (acidificacdo direta e
acidificacdo microbiana) foram armazenados a 10°C e nos tempos 5, 20 e 30 dias a fim de
monitorar a qualidade dos queijos ao longo do armazenamento, foram realizadas analises
microbioldgicas de coliformes a 35°C e 45°C, Staphylococcus spp. e Salmonella sp., descritas
a sequir.

Inicialmente, preparou-se dilui¢des a partir de 25 g do queijo adicionadas a 225 mL de
agua peptonada a 0,1%, obtendo-se a diluicdo 10™1. A partir desta, preparou-se diluicoes
seriadas 10 e 10" com o0 mesmo diluente. Todas as analises foram realizadas de acordo com
as metodologias descritas em APHA (2001) e Silva et al. (2010).

Os coliformes fecais foram analisados pela técnica do Nimero Mais Provavel (NMP)
com tubos multiplos utilizando série de 3 tubos (trés tubos para cada dilui¢do). Inicialmente
para o teste presuntivo, as amostras diluidas foram inoculadas em caldo lauril sulfato triptose

e incubadas a 35°C por 48 h. Dos tubos positivos (que apresentaram turbidez e formacdo de
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gés), algadas foram transferidas para tubos contendo caldo EC que foram incubados em
banho-maria entre 44,5 e 45,5°C por 48 h, os tubos com producdo de gas foi considerado
confirmativo para a presenca de coliformes a 45°C. Os resultados foram obtidos utilizando-se
uma tabela (Silva, et al., 2010) de NMP com combinacGes de tubos positivos, sendo o
resultado expresso em NMP de coliformes a 45°C por grama de queijo.

Para contagem de Staphylococcus spp., as amostras foram inoculadas em agar Baird-
Parker com adicéo de telurito de potassio 1% e gema de ovo e incubadas a 36°C durante 24 h.
Apds este tempo, realizou-se a contagem das col6nias tipicas (preto a cinza escuro, convexo,
contornos bem definidos, borda branca, com uma zona opaca e/ou um halo transparente se
estendendo para além da zona opaca). Os resultados foram expressos em Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC/g) (APHA, 2001; Silva, et al., 2010).

A deteccdo de Salmonella sp. foi realizado em trés etapas: i) pré-enriquecimento com
caldo de lactose (36°C/24 h); ii) enriquecimento seletivo com Caldo Rappaport-Vassilidis
(RV) (42°C/24 h) e Caldo Tetrationato (TT) (36°C/24 h); iii) plagueamento diferencial. Foi
estriada uma alcada do caldo TT em placas de Agar Entérico de Hektoen (HE) e Agar Xilose
Lisina Desoxicolato (XLD), repetindo o procedimento com Caldo RV. As placas foram
incubadas a 36°C por 24-48 h, onde foi verificado se houve desenvolvimento de colbnias
tipicas de Salmonella sp. no meio HE (coldnias verdes azuladas com ou sem centro negro,
sendo que muitas culturas se apresentam totalmente negras) e no meio XLD (col6nias cor de
rosa, Com ou sem centro preto ou mesmo inteiramente pretas) (Silva, et al., 2010).

A contagem de bactérias lacticas foi determinada usando Agar Man Rogosa & Sharpe
(MRS) (36°C/24 h). As colbnias foram identificadas ao microscopio em cocos ou bastonetes
através do método de coloracdo de Gram e do teste de catalase. Os resultados foram expressos
em UFC/g (Silva, et al., 2010).

2.7 Analise estatistica

Todos os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), testes de
comparagGes multiplas de Tukey ao nivel de significancia de 5% (p). Todas as anélises
estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico SAS® versdo 9.0.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Impacto do método de acidificacdo sobre a qualidade quimica e fisico-quimica do

queijo de manteiga

A Tabela 1 apresenta a composi¢do centesimal e pardmetros fisico-quimicos dos
queijos de manteiga produzidos por acidificacdo direta e acidificacdo por meio de micro-
organismos. Como esperado, a composic¢do dos queijos diferiu em funcdo do processo de

fabricacéo.

Tabela 1 - Composicdo centesimal e parametros fisico-quimicos do queijo de manteiga

produzidos por acidificacdo direta e microbiana.

Queijo de manteiga

Parametros avaliados Acidificacdo direta Acidificacdo microbiana
pH 7,57%+0,08 5,42°+0,01
Acidez titulavel (% g acido lactico) 0,11°+0,005 0,15%+0,009
Atividade de agua 0,972+£0,0017 0,972+0,003
Proteina (%) 14,33°+1,09 20,13%+1,60
Umidade (%) 58,56%+0,43 49,38°+2,24
Cinzas (%) 4,96%+0,02 2,12°+0,04
Gordura (%) 20%+0,00 20%+0,00
GES! (%) 48,26%+0,51 39,44°+1,75
Teor de calcio (mg/100g) 41251%+5,13 110,48"+14,83

Médias na mesma linha seguida pela mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (p
<0.05)
!Gordura no Extrato Seco (GES). Fonte: Elaborado pelos autores.

Como pode ser verificado na Tabela 1, o pH do queijo de manteiga elaborado por
acidificacdo direta foi superior ao do queijo de manteiga elaborado por acidificacdo
microbiana. Esses resultados ndo surpreendem dado que em coagulacdes acidas realizadas a
altas temperaturas (>70°C), a precipitacdo das caseinas se da em pH superior ao ponto
isoelétrico (pH = 4,6) observado a temperatura entre 20 e 30°C. Por isso, em queijos obtidos
por precipitacdo acida a quente, o pH usualmente varia entre 5,2 e 5,6 ao invés da faixa entre
4,4 e 4,8 observada em queijos coagulados primariamente pela acdo de enzimas (Hill, 2016;
Lucey, 2011). Ainda assim, o pH do queijo de manteiga por acidificacdo direta foi mais alto
do que aqueles usualmente reportados na literatura cientifica. Parte dessa ocorréncia pode ser
atribuida a lavagem com leite da massa coagulada, pratica que promove aumento do pH

(Almeida, 2008), e parte ao uso do emulsificante (polifosfato de célcio), que segundo alguns
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autores (Fox, et al., 2017), pode promover aumento do pH. J& o queijo elaborado com
acidificacdo microbiana, que ndo usou emulsificante, apresentou um pH mais compativel com
aqueles reportados em queijos obtidos com acidificacdo direta e a quente, ou seja, entre 5,2 e
5,6 (Hill, 2016).

Nassu et al. (2009), avaliaram os valores de pH em seis amostras de queijo de
manteiga produzidas no Estado do Rio Grande do Norte, sendo trés de origem industrial com
selos de inspecdo governamental, e trés de origem artesanal, apenas com a identificacdo do
fabricante. Os valores de pH das amostras com selos governamentais variaram entre 5,69 e
6,19; enquanto aquelas de origem artesanal variaram entre 5,47 e 6,09. Em Sergipe, Santos et
al. (2008), avaliando 27 amostras de queijo de manteiga produzidas em diferentes municipios
do estado, reportando variacdes de pH entre 4,98 e 6,08; ou seja, variacbes comparaveis
aquelas reportadas por Nassu et al. (2009) para o Estado do Rio Grande do Norte.
Considerando-se que as amostras com inspecdo governamental estudadas por Nassu et al.
(2009) foram realmente elaboradas conforme a legislagéo vigente, o valor de pH obtido em
nosso estudo para o queijo elaborado com acidificacdo microbiana encontra-se dentro dos
limites observados em queijos de manteiga comercializados no pais. Adicionalmente, a
acidificacdo microbiana pode dar uma maior seguranga alimentar ao consumidor brasileiro,
em contraponto a acidificacdo direta, determinada pela Legislacdo Brasileira (Brasil, 2001),
notadamente se forem utilizadas culturas lacteas iniciantes de origem conhecida. Isso porque
as bactérias lacticas exercem efeito protetor aos alimentos lacteos, ndo sé porque causam a
diminuicdo do pH do alimento, como porque produzem bacteriocinas capazes de inibir o
crescimento de bactérias patogénicas (Charlier, et al., 2009; Ogaki, et al., 2015).

Como esperado a acidez tituldvel também diferiu (p < 0,05) entre os queijos
elaborados no presente estudo, sendo maior no queijo elaborado por acidificagdo microbiana
(~0,15% de &cido latico).

O teor de umidade do queijo de manteiga obtido por acidificacdo direta foi superior ao
queijo obtido por acidificagdo microbiana, e superior ao maximo (54,9%) permitido pela
Legislacdo Brasileira (IN n°30/2001) (Brasil, 2001). Na acidificacdo do leite, as micelas de
caseina se agregam pelo efeito eletrostatico associado ao ponto isoelétrico das fracdes
proteicas. Quando o leite sofre aquecimento prévio, como no caso do queijo de manteiga, as
proteinas do soro se desnaturam e se associam com as kappa-caseinas via ligacOes
dissulfidicas, formando no momento da acidificagdo, um gel com alta incorporacdo de agua.
Em valores de pH mais baixos, as interacOes eletrostaticas entre as fracGes proteicas sdo mais

fortes e o gel torna-se mais firme, expulsando mais agua da massa coagulada, e produzindo
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um queijo de menor umidade (Hill, 2016; Lucey, 2011). O menor pH do queijo obtido por
acidificacdo microbiana, explica, portanto, 0 menor teor de umidade nesse queijo
comparativamente ao queijo produzido por acidificacao direta

Os teores de proteinas nos queijos de manteiga obtidos por acidificacdo direta e por
acidificagdo microbiana diferiram significativamente entre si (p < 0,05), com o primeiro
apresentando 14,33% de proteina e o segundo 20,13%. O menor teor de proteina do queijo
por acidificacdo direta se justifica em parte pelo seu alto teor de umidade. Por sua vez, 0s
teores de proteinas dos dois queijos de manteiga do presente estudo, situaram-se dentro da
faixa de variagéo de 13,91% a 27,2 % encontradas por Nassu et al. (2003) em 13 amostras de
queijo de manteiga coletadas em diferentes unidades produtoras do Rio Grande do Norte, e
dentro das variacbes de 17,94% a 31,50% reportadas por Santos et al. (2008). O queijo
elaborado com acidificacdo microbiana, também mostrou teor proteico comparavel aos
valores verificados por Nassu et al. (2009) em queijos de manteiga também coletados no Rio
Grande do Norte, que variaram entre 19,87% a 27,74%.

O teor de cinzas do queijo obtido por acidificacdo direta foi significativamente
superior aquele observado no queijo obtido por acidificacdo microbiana (Tabela 1). Resultado
similar j& havia sido verificado por (Rapacci & Van Dender, 1998), em seus estudos sobre o
contedo de minerais em massas coaguladas a quente (80°C) por acidificacdo direta e por
acidificacdo microbiana. Os autores verificaram que as duas formas de coagulacdo causavam
desmineralizacdo de célcio no sistema proteico; porém, a perda era maior na acidificacao
microbiana, ocorréncia que os autores atribuiram ao menor pH de coagulacdo dessa massa; o
que foi igualmente verificado em nossa pesquisa. Os autores também observaram maior teor
de cinzas no produto elaborado por acidificacdo direta, e atribuiram essa ocorréncia a menor
desmineralizacdo sofrida durante a coagulacdo da massa por ela ter ocorrido em pH superior a
coagulacdo microbiana. No presente estudo, soma-se a esse efeito, 0 peso do estabilizante -
polifosfato de célcio — adicionado ao queijo elaborado por acidificacdo direta. O valor de
2,12% de cinzas no queijo produzido pela acidificagdo microbiana encontra-se dentro da
variacgdo entre 2,3% e 3,2% observada por Nassu et al. (2009) em seis amostras de queijo de
manteiga, produzidas no Estado do Rio Grande do Norte, das quais trés possuiam selos
governamentais e trés eram de origem artesanal. O queijo elaborado com acidificagédo
microbiana também apresentou teor de cinzas compativeis com 0s queijos de manteiga
comercializados em diferentes Municipios de Aracaju, os quais, de acordo com Santos et al
(2008) variaram entre 1,60% e 3,75%.

O tipo de acidificagdo ndo teve efeito significativo (p < 0,05) no teor de gordura dos
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queijos de manteiga. Isto provavelmente pode ser explicado pela padronizacdo dos queijos
com manteiga de garrafa. Entretanto, a gordura no extrato seco (GES) dos queijos diferiu
significativamente (p < 0,05), sendo que o queijo elaborado por acidificagdo direta apresentou
maior GES (48,26%) que aquele obtido por acidificacdo microbiana (39,44%). O maior teor
de gordura em base seca encontrado no queijo acidificado diretamente, pode ser atribuido a
uma melhor interacdo agua-6leo, devido a adigdo de emulsificante nesse queijo. Essa é uma
informacdo importante a ser oferecida aos pequenos produtores brasileiros, dado que um
maior teor de gordura, usualmente, melhora a qualidade de sabor e textura dos produtos
alimenticios.

De acordo com a Legislacéo, o teor méximo de gordura em base seca para o queijo de
manteiga deve variar entre 25% e 55% (Brasil, 2001), no nosso estudo o GES se manteve
dentro do permitido pela Legislacdo. Assim, o queijo de manteiga (por acidificacdo direta e
microbiana) pode ser classificado como “semigordo” a “gordo”, seguindo a classificacdo do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 1996). Oliveira et al. (2016)
produziram queijo de leite de cabra Minas frescal desenvolvido por acidificacdo direta e
fermentacdo lactea, onde observaram que o GES foi de 48,25 g/100g e 50,92 g/100g,
respectivamente. Os autores observaram que o tipo de processo ndo alterou significativamente
0 GES. Tal resultado assemelha ao que observamos no nosso estudo, no entanto € importante
ressaltar que a diferenca em relacdo ao queijo acidificado por micro-organismos pode ser
devido a matéria-prima e ao tipo de queijo diferente.

Segundo Fox et al. (2000), em queijos, quanto maior a acidificagdo, maior a
dissolugdo do fosfato de célcio coloidal e a perda de calcio no soro. Isso explica o fato de no
presente estudo, o queijo obtido por acidificacdo microbiana, ter apresentado menor teor de
calcio. O fato desse queijo ter menor pH e maior acidez comparativamente ao queijo obtido
por acidificacdo direta, pode ter influenciado uma maior desmineralizacdo do queijo, e,
portanto, menor teor de calcio do produto final (Munck, 2004).

De um modo geral, os resultados discutidos acima sugerem que mesmo ndo sendo
contemplada na Legislagdo Nacional (Brasil, 2001), a elaboracdo do queijo de manteiga por
acidificacdo microbiana com cultura iniciante de origem conhecida, permite produzir um
queijo que atende ao teor de gordura, e limites maximos de umidade estabelecidos no
regulamento técnico brasileiro para esse tipo de queijo (Brasil, 2001). O queijo de manteiga
elaborado com acidificagdo microbiana, também apresentou teor de proteina e cinzas,
compativeis com queijos de manteiga comerciais elaborados em diferentes regides do pais.

Adicionalmente, é possivel que a acidificagdo microbiana possa oferecer maior seguranca
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alimentar aos consumidores de queijo de manteiga, comparativamente a acidificacdo direta,
tanto devido ao pH do produto final, como ao efeito protetor que as bactérias lacteas da
cultura iniciante podem oferecer por estarem associadas a producao de bacteriocinas capazes
de inibir o crescimento de bactérias patogénicas (Charlier, et al., 2009; Ogaki, et al., 2015).
Estudos posteriores poderdo avaliar os efeitos associados a seguranga alimentar do
queijo de manteiga obtido por acidificacdo microbiana. Por sua vez, o uso do emulsificante
produziu um queijo com teor de umidade acima do limite maximo estabelecido pela
Legislacdo (Brasil, 2001) e com pH e teor de cinzas acima do usualmente reportado na
literatura cientifica. Esses resultados ndo inviabilizam o uso de emulsificante no processo de
elaboracdo de queijo de manteiga, mas sugerem maiores estudos tanto no que se refere ao tipo
de emulsificante a ser utilizado, como na técnica de dessoragem, de forma a se reduzir a

umidade no produto final.

3.2  Efeito da acidificacdo direta e microbiana na textura do queijo de manteiga

O perfil de textura dos queijos de manteiga estd apresentado na Tabela 2. Podemos
observar que no queijo produzido pela acidificagdo microbiana houve um aumento (p < 0,05)
dos parametros dureza, gomosidade e mastigabilidade quando comparados com o acidificado
diretamente. Por outro lado, os parametros de adesividade, coesividade e elasticidade foram

maiores (p < 0,05) no queijo elaborado por acidifica¢do direta.

Tabela 2 - Perfil de textura do queijo de manteiga produzido com acidificacdo direta e

acidificada microbiana.

Acidificacdo Acidificacéo
Atributos de textura direta microbiana
Dureza (g) 508,50°+87,75 1504,00%+119,64
Adesividade (mJ) 1,90%+0,37 0,77°+0,68
Resiliéncia 0,15%+0,008 0,09%£0,01
Coesividade (g) 0,472+0,031 0,27°+0,03
Elasticidade (mJ) 5,81%+0,18 5,4°+0,17
Gomosidade (g) 238,75°+29,7 412,75%+26,56
Mastigabilidade (mJ) 13,60P+1,44 21,872+1,93

Médias na mesma linha seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (p <
0,05). Fonte: Elaborado pelos autores.

A umidade é um fator importante nas propriedades dos queijos, uma vez que um
menor teor de umidade resulta em um queijo mais firme (Buffa, et al., 2001). De fato,
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observados na Tabela 1, que o queijo de manteiga elaborado com acidificagdo microbiana,
ndo so apresentou menor teor de umidade, como também maior dureza (p < 0,05).

Em queijos, 0 aumento no teor de gordura (GES) esta relacionado com uma maior
elasticidade (Gwartney, et al., 2002). Isso explica porque o queijo obtido por acidificacdo
direta, mostrando uma maior GES, apresentou também uma elasticidade ligeiramente maior e

uma menor mastigabilidade.

3.3  Efeito do tempo de armazenamento na vida de prateleira do queijo da manteiga

A Tabela 3 mostra o efeito do armazenamento a 10°C, dos queijos produzidos por
acidificacdo direta e microbiana ao longo de 5, 20 e 30 dias, sobre as contagens de coliformes

fecais, Salmonella sp., Staphylococcus spp. e bactérias lacticas.

Tabela 3 - Contagem de coliformes fecais, Salmonella sp., Staphylococcus spp. e bactérias
lacticas em queijo de manteiga produzido por com acidificacdo direta e acidificacdo

microbiana durante armazenamento a 10°C.

Queijo de manteiga obtido por Queijo de manteiga obtido por
Micro- acidificacéo direta acidificacdo microbiana
organismos Tempo de armazenamento Tempo de armazenamento

5° dia 20° dia 30° dia 5° dia 20° dia 30° dia
Coliformes fecais
(NMP/g)! <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
Salmone;la P Auséncia  Auséncia  Auséncia | Auséncia  Auséncia  Auséncia
(UFC/g)
Staphylococcus
spp. (UFC/g) <10,0 <10,0 <10,0 <10,0 <10,0 <10,0
Bactéria  &cido 1 2 3 3 4 4
lactica (UFC/g) 1,7x10 1,6 x10 2,6 x10 1,0x10 1,5x10 1,5x 10

INMP: NUmero Mais Provéavel.
2UFC: Unidade Formadora de Coldnia.
Fonte: Elaborado pelos autores.

De acordo com a Legislacao Brasileira (IN n° 30/2001) (Brasil, 2001), o queijo de
manteiga deve ser armazenado a uma temperatura maxima de 10°C. Os resultados da
qualidade microbiolégica do queijo de manteiga demonstrados na Tabela 3 foram analisados
de acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 60 de 23 de dezembro de 2019 da ANVISA (Brasil,
2019) para um queijo de alta umidade.

O numero mais provavel de coliformes fecais permaneceu abaixo de 3,0 NMP/g
durante 0 armazenamento, o que significou que ndo houve turvacdo ou formacdo de gas nos
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tubos confirmativos indicando que os queijos ndo demonstraram a presenca de coliformes de
origem fecal, como a Escherichia coli. Segundo a Instru¢cdo Normativa n° 60, queijo com
umidade >46% tera qualidade aceitavel se apresentar valores menores do que 102 Escherichia
coli/g. Portanto, os queijos de manteiga estdo dentro dos padrdes estabelecidos. O processo de
pasteurizacdo do leite associado a fusdo da massa (80-95°C) sob condicBes seguras de
higiene, contribuiu para este resultado, ndo se observando qualquer impacto do tipo de
acidificacdo sobre a contagem de coliformes fecais nos queijos.

A presenca de Salmonella sp. pode causar infeccdo e segundo a Instrucdo Normativa
n°® 60 (Brasil, 2019) deve ser ausente por 25 g de amostra analisada. Nos queijos manteiga
verificou-se auséncia de Salmonella sp. durante os tempos de armazenamento. Por sua vez,
Staphylococcus spp. € um micro-organismo que pode causar uma variedade de doencas uma
vez que ele produz enterotoxinas (Jergensen, et al., 2005). Os queijos demonstraram valores
inferiores a 10 UFC/g durante o armazenamento, estando de acordo com a Instrugdo
Normativa (Brasil, 2019), a qual preconiza que a qualidade é aceitadvel para queijos com
valores menores que 10% Estafilococos coagulase positiva/g. Esse resultado reforca que os
queijos de manteiga foram produzidos sob condi¢Ges adequadas, ndo se observando impacto
do tipo de acidificagdo sobre a presenca dos micro-organismos citados.

As bactérias lacticas sdo consideradas Generally Recognized As Safe (GRAS) podendo
ser utilizadas tanto na producdo e na preservacao de alimentos. Sua contribuicdo no alimento
vai desde o desenvolvimento de caracteristicas organolépticas (sabor, aroma e textura), como
no seu poder protetor. Esses micro-organismos causam a diminuicao do pH do alimento como
consequéncia da producdo de acido lactico e adicionalmente agentes antimicrobianos como
bacteriocinas e compostos organicos ndo proteico (Charlier, et al., 2009). As bacteriocinas sao
peptideos pequenos e termoestaveis capazes de inibir o crescimento de bactérias patogénicas
Gram-positivas, leveduras e algumas Gram-negativa (Ogaki, et al., 2015), portanto,
desempenham um papel na promocéo da seguranca alimentar (Charlier, et al., 2009).

A contagem de bactérias lacticas no queijo de manteiga produzido com acidificagao
microbiana foi maior do que no queijo elaborado com acidificacdo direta, 0 que pode ser
atribuido ao fato delas terem sido adicionadas ao processo. As bactérias lacticas
desempenham um papel importante na qualidade sensorial do queijo, pois fermentam
acucares produtores de éacido lactico e outros &cidos organicos, contribuindo para o
aparecimento de aroma e sabor desejavel no queijo (Lima, et al., 2009; Tempel & Jakobsen,
1998).

A maior contagem de bactérias lacticas no queijo produzido com acidificacdo
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microbiana, sugere, portanto, vantagem do metodo na elaboragdo do queijo de manteiga. Isso
pode ocorrer tanto devido ao efeito protetor que as bactérias lacticas da cultura iniciante
podem vir a oferecer a seguranca alimentar desse queijo, como pela possivel melhoria da

qualidade sensorial do mesmo.

4 Considerac0es Finais

Na elaboracdo do queijo de manteiga, a acidificacdo microbiana, comparativamente a
acidificacdo direta, como determina a Legislacdo Nacional, ndo alterou o teor de gordura no
produto final, porém produziu um queijo de menor pH e menor teor de agua, o que pode
favorecer a vida Gtil do produto.

O tipo de acidificacdo utilizada na elaboracdo do queijo de manteiga — direta ou
microbiana — n&o influiu sobre a contaminacdo do produto por coliformes termotolerantes,
Salmonella sp. e Staphylococcus spp. Porém, a contagem de bactérias lacteas no queijo de
manteiga elaborado com acidificacdo microbiana foi superior aquela observada no queijo
elaborado por acidificacdo direta, 0 que possivelmente aumenta a seguranca microbiologica
do queijo e o torna mais benéfico a satide do consumidor.

Assim, embora a Legislacdo brasileira estabeleca que para fabricacdo de queijo de
manteiga a massa deva ser obtida por acidificacdo direta, estudos futuros devem avaliar a
utilizacdo da acidificacdo microbiana com cultura iniciante, na elaboracdo de queijo de
manteiga.

Ainda que os resultados obtidos no presente estudo se mostrem importantes e
promissores no que se refere ao desenvolvimento de processamentos alternativos de queijo de
manteiga, é importante que pesquisas futuras explorem e se aprofundem nos efeitos da
acidificacdo microbiana, sobre o perfil sensorial e a seguranca alimentar do produto final,
areas ndo exploradas no presente estudo. Estudar o uso de diferentes culturas iniciantes, e suas
respectivas atividades acidificantes, proteoliticas, lipoliticas, producdo de compostos volateis
de impacto sobre o aroma e sabor do queijo de manteiga, como diacetil e acetoina, é de
fundamental importancia para o avango do conhecimento e melhoria da qualidade do queijo
de manteiga no Brasil. De igual importancia, é a realizacdo de estudos que avaliem o
potencial de diferentes culturas lacteas iniciantes, no biocontrole de micro-organismos
patogénicos por meio da producdo de bacteriocinas, e respectivos efeitos protetores a satde
do consumidor. Por fim, novos estudos devem também dimensionar o impacto que as

diferencas sensoriais resultantes dos diferentes processamentos promoverdo na aceitacéo e
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atitude de compra do consumidor de queijo de manteiga.
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