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RESUMO

O Queijo de Coalho artesanal é considerado um patrimonio da populagao nordestina, com grande
importéncia no contexto social e econdmico da regido. O presente trabalho teve como objetivos
caracterizar as propriedades fisico-quimicas e caracteristicas sensoriais, identificar a microbiota latica
e definir os perfis de acidos gordos e de aminoacidos livres de 28 queijos de Coalho produzidos nas
sete microrregides do Sertdo da Paraiba. Pretendeu-se também avaliar a existéncia de correlacbes
entre estas propriedades e avaliar a influéncia da microrregido de producao ou do tempo de maturacao
do queijo nas variaveis estudadas de forma a identificar os paradmetros determinantes para a
padronizacéo do Queijo de Coalho produzido no Sertédo paraibano. Os resultados da caracterizagéo
fisico-quimica e sensorial dos queijos de Coalho da Paraiba mostraram que as amostras analisadas
corresponderam de uma forma geral aos padr6es de qualidade definidos para o Queijo de Coalho,
tendo sido registadas diferengas significativas entre as médias das varidveis de composi¢cdo ou
sensoriais dos queijos nas varias microrregides da Paraiba. O perfil de ésteres metilicos de acidos
gordos permitiu identificar 51 acidos gordos presentes em todas as amostras, em concentragdes
variaveis. Os acidos oleico (C18:1), palmitico (C16:0), estearico (C18:0) e miristico (C14:0) foram os
predominantes, mas foram encontradas também concentracdes significativas de acidos polinsaturados,
como o acido linoleico conjugado (CLA), o &cido eicosapentaenbico (EPA) ou o &cido
docosahexahendico (DHA). No perfil de aminoécidos livres foram identificados 15 aminoéacidos, dos
quais se destacam glutamina, glicina, treonina, metionina, fenilalanina, cisteina e tirosina presentes na
maioria das amostras analisadas. Quanto & caracterizacdo da microbiota deste queijo, foram
observadas diferencas na prevaléncia dos géneros entre as varias microrregides: o género
Streptococcus predominou na microrregido de Catolé do Rocha (R1), o género Enterococcus foi o mais
abundante nas microrregibes de Cajazeiras (R2), Sousa (R3) e Patos (R4), enquanto o género
Lactococcus predominou nas microrregides de Piancé (R5), ltaporanga (R6) e Serra do Teixeira (R7),
sendo também o género mais abundante em termos globais, correspondendo a 40,1% das colénias
isoladas. O género Enterococcus apresentou também a maior diversidade, incluindo espécies como E.
casseliflavus, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum e E. italicus. Neste trabalho foram
isoladas e identificadas pela primeira vez em Queijo de Coalho as espécies E. gallinarum, E.
casseliflavus, Lactococcus garvieae e S. macedonicus, sendo o L. garvieae uma espécie sem registo
em queijos artesanais no Brasil. Observaram-se correlagbes fortes ou muito fortes, positivas e
negativas, entre as diferentes varidveis estudadas, o que permitiu sugerir algumas interdependéncias

e compreender melhor a sua relevancia para as caracteristicas globais do Queijo de Coalho.

Palavras-chave: Queijo de Coalho, microbiota, propriedades fisico-quimicas, caracteristicas

sensoriais, acidos gordos, aminoacidos.
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ABSTRACT

The handmade Coalho cheese is considered a heritage of the northeastern population of Brasil, with
great importance in the social and economic context of the region. This study aimed to characterize the
physicochemical properties and sensory characteristics, identify the lactic microbiota and define the
profiles of fatty acids and free amino acids from 28 Coalho cheeses produced in the seven microregions
of the Sertdo da Paraiba. It was also intended to assess the existence of correlations between these
properties, and to evaluate the influence of the region of production or the time of maturation in the
variables studied, in order to identify the relevant parameters for the standardization of Coalho cheese
produced in Sertdo da Paraiba. The results of the physico-chemical and sensory characterization of
Coalho cheeses of Paraiba showed that the samples corresponded in general the quality standards set
for this type of cheese, and significant differences were recorded between the composition or sensory
variables of the cheeses from different regions of Paraiba. The determination of the fatty acid methyl
esters profile allowed the identification of 51 fatty acids present in all samples at varying concentrations.
The oleic acid (C18: 1), palmitic (C16: 0), stearic (C18: 0) and myristic (C14: 0) were predominant, but
were also found significant concentrations of polyunsaturated acids such as conjugated linoleic acid
(CLA), eicosapentaenoic acid (EPA) or docosahexaenoic acid (DHA). In the free amino acid profile 15
amino acids have been identified, among which are glutamine, glycine, threonine, methionine,
phenylalanine, tyrosine, and cysteine, present in most samples. As for the characterization of the
microbiota of this cheese, differences were observed in the prevalence of gender among the various
micro-regions: the Streptococcus genus predominated in the region of Catolé do Rocha (R1), the genus
Enterococcus was the most abundant in the regions of Cajazeiras (R2), Sousa (R3) and Ducks (R4),
while the Lactococcus genus predominated in the regions of Piancé (R5), Itaporanga (R6) and Serra do
Teixeira (R7) and was the most abundant genus, globally, corresponding to 40.1% of isolated colonies.
The genus Enterococcus also had the highest diversity, including species such as E. casseliflavus, E.
durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum and E. italicus. In this work were isolated and identified
for the first time in Coalho cheese the species E. gallinarum, E. casseliflavus, garvieae Lactococcus and
S. Macedonicus, and L. garvieae, this last one, a species never found in artisan cheeses in Brazil.
Strong or very strong, positive and negative correlations were observed between the different variables,
which allowed to suggest some interdependencies and better understand their relevance to the overall

characteristics of the Coalho cheese.

Keywords: Coalho Cheese, microbiota, physico-chemical properties, sensory characteristics, fatty

acids, amino acids.

Xiii



Xiv



indice de matérias

(67010} | o] SE PP PP PO PPPPTPP iii
AGRADECIMENTOS ..ottt ettt e et e e e st e e e sttt e e e sata e e e e asta e e e e astaeaeeastaeaesastaeeeaastaeaeenntaeeeannens iX
L 11 1Y PO PPRROTPRR Xi
AB ST RACT oottt ettt et e ettt e et e e e e e e e e e e —— et e e e E——ee e o ta e e e e o Ea—e e e et baee e e tbeaee e treeeeataeaeeaarreeaeans Xiii
INAICE TE FIGUIAS ......vcveeveeeeiietetct ettt ettt ettt ettt et ss et e s s et et e s e s s et e s st tese e esane XViii
INAICE B LADRIAS ........cveveeeceeee ettt e et e et et et e e et et ateeseteeaeseetesesaeneeaeneseennaes XXi
LiSta 08 ADIEVIATUIAS .....cee ittt e e ettt e e e e e sttt e e e e e e e s e nbe b e e eeaaeessannbssaeeaaaeaean XXV
(@ Vo1 00] (o I R [ a1 1o o [U L= To o -1 - | S PRSPRR 1
1.1 Producao mundial € nacional de QUEIJO .......c.uuuiriiiei i s s r e e e e e s s e e e e e e e 2
1.2 Histéria da origem do QUEIjo de CoalNo ..........uuiiiiiiiiiiiie e 5
1.3 Classificagdo e processamento do QUeijo de COalN0........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiii e 5
1.4 Caracterizagdo quimica e nutricional dos qUEIJOS arteSaNAIS .........cccuvveeriieieriiiiieee e erieee e 8
1.5 Caracterizagdo microbiolégica de qUEIJOS arteSaNAIS ..........ccccvieeiiiiiieeiiiiie e 10
1.6 Caracterizacao sensorial de qUEIJOS art@SANAIS..........oviuurriiiiie ettt 11

R TE) (=] (=] o1 = TSR PRP 12
Capitulo 2 — Caracterizacao fisico-quimica e avaliagdo sensorial do Queijo de Coalho...................... 15
P20 R 11 oo [§To- To TP PP TP PU PP PPPPRP 15
2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas do Queijo de Coalho .........cccoocviiiiiiiiiiini e 15
2.1.2 Caracteristicas sensoriais do Queijo de Coalno .........ccooviiiiiiiiiiieii e 16

A Y = (=T o VLS < 1< (o Lo [0 P URRRR 18
2.2. 0 AMOSITAGEIM ..ttt ettt r et e e e e s e et e e e e et e b e et e e e e e sa b a e e et e e e e e s rnrr e e e e e e neaae 18
2.2.2 Preparagaio das @MOSIIAS ........uueieiiiiieeiiiiee et e et e e e bt e e st e e e e sibe e e e e st e e e e snbe e e e s snbeeeeeneee 19

0 3 o] I PP 19
W N X (o [ TP 20
2.2.5 HUMIAAAE ..ottt ettt e e e e e s e bbb et e e e e e e e st b beeeeaaeeeannes 20
A G O [ 0V L SO P PP PUOPPUPPPTPT 20
WA A o o) (=11 T W o U | - RS SP 20
AR Sl €10} o [1] r- WO PP PP OTOTPTPPPPPT 21
2.2.9 Cloretos por VOIUMELHA .......covviiiiiieeiee e 21
2.2.20 ANALISE SENSOMIAI .....veiiiiiiiii ettt ettt e et e e e st e e e e st e e e e st e e e e snbee e e e anraeeeeanees 21
2.2.17 ANALISE ESTAISHICA. .. vueeeiitiii ettt e e e e e e e st e e et e e et e e e anees 22

2.3 ReSUItAAOS € AISCUSSA0. ... .uueteeiieiee ittt ettt e e ettt e e e e e e s bbb e e e e e e e e e e nnebnees 23
2 B @ ) (o3 01 0 - SRR 48
= 1= =] Lo = TSP 49

Capitulo 3 — Determinacéo do perfil de acidos gordos do Queijo de Coalho artesanal da Paraiba .... 52

G0 A [ o To (U o= T PRSP 52
3.1.1 Caracteristicas funcionaisS dO QUEIJO.......oouuiiiiiiiii ettt 52
3.1.2 Técnica analitica para determinac8o dos acidoSs gOrdosS .........cccveevrieieeiiiiiiee i 60

I Y oY T g F= TS S 0 0 =3 (o [0 T PP 62



.21 AMOSITAGEIM ..ottt ettt ettt e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e 62

3.2.2 EXIrato Druto da QOTAUIA..........cueiiiiiiiie ettt e 62
3.2.3 Determinagao dO teOr A€ gOIAUIE ......eeiei ettt ettt 62
3.2.4 Derivatizacao dos ACid0S gOrdOS tOLAIS ........ccciiiuriiriieee e e iiiiieer e e e e e sssirre e e e e e s s srrrrereeeeeeeaans 62
3.2.5 ANAIISE ESTALISHICA. .. .eivveerireieririestee ettt 63
3.3 RESUIAAOS € TISCUSSEO. . ... uveeirieiriiesirie ettt ettt e et sre e srn e e s e e s ne e e snreeenne e 63
R 0 I @0 4 =1 = To oSSR 100
3.4 CONCIUSDES ...ttt ettt ekt s ke st e s Rt e e b e e Rt e sa e e b e e nn e nn e e nnre s 103
L] (=] (=] o (ot PSPPSR PR PTRR PRI 105
Capitulo 4 —Caracterizacao quimica dos aminoacidos do Queijo de Coalho..........cccccceeeeviiiiiiinnnnnn. 109
I 101 (o o [0 o= Lo T PSR 109
4.2 MALEITAIS € MELOUOS ....c.uveieieieitee ittt e ettt sn e s e s e e r et e s e e e ne e e nnn e e s nnn e e nnneennneas 116
o N [0 1 1= U6 [T o IO PP PPPPPR 116
4.2.2 Extrag8o dos aminNOACIAOS lIVIES ......couuiiiiiiiiiie ittt 116
4.2.3 Determinag&@o de aminoacidos livres por cromatografia ioniCa...........ccccvevvvveeeiiiiieenninees. 116
4.3 RESUIAAOS € QISCUSSA0. ....cueteiieiiiiiie ittt ettt e ettt e s skt e e et e e e e et e e e e nnbne e e e neee 117
A4 CONCIUSDES ..otttk et e et e e skt e e e bt e e e bt e e e e bbe e e e enbeeeeennnes 123
RETEIENCIAS ....eeeeeiiieie ettt e et e e e s e bt e e e sa b bt e e e sabb e e e e aabee e e e anbbeeeesnbreeeean 124
Capitulo 5 - Caracteriza¢do microbioldgica do Queijo de Coalno..........cccvveeveeiiiiiiiiiie e, 127
L0 A [ (o To (U Tor= o F O O PP PT PP PUPPPO 127
5.1.1 Microbiologia dO QUEIJO.......ccciiiiiiieiieee e 127
5.1.2 Identificag&o molecular doS MICrOrganiSIMOS ..........cciieaiiiiiiiiiieie et e e e e 132
5.2. MALEIIAIS € METOUOS ......veiiiiieiiiie ittt ettt ettt ettt s et e et e e sabe e e b e e e s bn e e s breesnneesnneas 137
LI AN 0 410111 = o =] o PRSP 137
5.2.2 Preparacgdo das amostras e isolamento das bactérias &cido-lacticas (BAL) ...........cceeeen. 137
5.2.3 ANALISE MOIBCUIAY ...ttt bbbt esaneas 138
5.3. RESUIAAOS € TISCUSSEOD. ... .eeeiiiuriiiieiiieie e ittt sttt st ettt e s s e e st e e s e e e s e e e s nannees 139
5.3.1 Populagé@o das bactérias ACIO-IACHCAS ..........ccvveeiiiiiiie e 139
5.3.2 Identifica¢do das espécies através de PCR-ribotipagem..........cccccviiiiiinie e 141
L o] o o (U Yo L= PP PTPPP 155
TSy =] (= ool = O PP PRUPRPPPPPPP 156
Capitulo 6 — Correlagbes entre parametros avaliados nos queijos individuais..........cccccceeeevivveenennnnn. 163
6.1 Correlacbes entre parametros de avaliagao fisico-quimica e os restantes parametros estudados
nos queijos de Coalho do Sertdo da Paraiba...........c.eeoiiiiiiiiiiiii e 163
6.2 Correlacdes entre os parametros de avaliacdo sensorial e os restantes pardmetros estudados
nos queijos de Coalho do Sertdo da Paraiba. ..o 164
6.3 CorrelagBes entre parametros médios para 0s queijos da mesma regido ........ccccevvvveeernnnenn. 166

6.3.1 Correlag8es por regifes entre as médias dos parametros de avaliagao fisico-quimica por
regiao e as médias dos restantes parametros estudados nos queijos de Coalho do Sertao da
Paraiba, por microrregio de ProdUGAOD. .........ccueiie ittt 167

6.3.2 Correlagfes por regifes entre as médias dos parametros de avaliagdo sensorial por regido
e os restantes parametros estudados nos queijos de Coalho do Sertdo da Paraiba................. 169

XVi



R LY (=] (=] (o F= LR 172

Capitulo 7 — Conclus@es finais e trabalno fUtUIO ...........ccoviiiiiiii e 173
F L @ 1 PRSP 1766
Anexo 1 — Ficha de avaliacdo descritiva utilizada na avaliagdo das amostras de Queijo de Coalho

......................................................................................................................................................... 176
Anexo 2 - Resultado das bactérias lacticas e nao lacticas isoladas nos diferentes queijos.......... 177

2.1 - Regido de Catolé do ROChA — RL .......c.ouiiiiiiiii e e e e e e 177
2.2 - ReQI80 dE SOUSA — R2 ...ttt ettt et e e st e e s nrre e 181
2.3 - ReQi80 de SOUSA — R3 ... .ottt 184
2.4 - ReQI80 dE PAIOS — R4 ...ttt ettt ettt 186
2.5 - Regido de taporanga — R5 .......uiiiiiiiie e 190
2.6 - ReQi0 08 PIANCO — RB ......oiiiiiiiiiiiiiiii ettt sttt bbb e et sbe e sab e sneeas 193
2.7 - Regido da Serra do TeIXEINA — R7......uiiiiiiiiii ettt 195

XVii



indice de figuras

Capitulo 1

Figura 1.1: Zona de concentracéo de produgédo de Queijo de Coalho nos estados de Ceara, Rio Grande
do Norte, Paraiba e Pernambuco, adaptado de Amarante (2015). (Fonte: Adaptado de Dia a dia na

T [0 Tor= Vo= o ) PRSP 3
Figura 1.2: Mapa representativo das mesorregides do Estado da Paraiba, Nordeste, Brasil. (Fonte:
Historia da Paraiba, 2010).........ooiuiiiiiie ittt ettt ettt et e e st e e et e e e sab e e e eabe e sabe e e ebbe e enbeeeaneeeenee 4
Figura 1.3: Fluxograma de fabricacdo do Queijo de Coalho da Paraiba, adaptado de Aquino (1983) e
Travassos (1996). (Fonte: Produzido pelo AUtor, 2016) ........ccooiuiieeiiiiieeiiiiie ettt 7
Capitulo 2

Figura 2.1: Mesorregido do Sertdo do Estado da Paraiba indicando os locais de recolha das amostras
de Queijos de Coalho, no periodo de junho/2013 a outubro/2014. (Fonte: Dados do autor, 2015.).. 233

Figura 2.2: Comparagéo das médias do atributo cor amarelada entre amostras individuais de Queijo
de Coalho produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam
diferencas significativas, P < 0,05). ..ueeiiii it a e a e e 37

Figura 2.3: Comparagdo das médias do atributo aparéncia molhada entre amostras individuais de
Queijo de Coalho produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam
diferencas significativas, P < 0,05). .....eii i 37

Figura 2.4: Comparacéo das médias do atributo sabor salgado entre amostras individuais de Queijo
de Coalho produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam
diferencas significativas, P < 0,05). ....ueiii i 39

Figura 2.5: Comparacdo das médias do atributo sabor acido entre amostras individuais de Queijo de
Coalho produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas
SIgNIfICAtiVas, P < 0,05). coiiiiiiiiiiii e 39

Figura 2.6: Comparacéo das médias do atributo textura borrachosa entre amostras individuais de
Queijo de Coalho produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam
diferencas significativas, P < 0,05). .....eii i 41

Figura 2.7: Comparacéo das médias do atributo textura seca entre amostras individuais de Queijo de
Coalho produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas
SIGNIFICALIVAS, P < 0,05). 1ttt e et e e et e e e e 41

Figura 2.8: Comparacéo das médias das avaliag8es dos atributos quanto a cor amarelada e aparéncia
molhada, entre as amostras de Queijo de Coalho das diferentes regides da Paraiba, Brasil (médias
classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas, p < 0,05). ......ccccceeeeviiinnnne. 44

Figura 2.9: Comparacdo das médias das avaliagbes dos atributos quanto ao sabor acido, textura
borrachosa, textura macia e textura seca, entre as amostras de Queijo de Coalho das diferentes regides
da Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas, p
S 0101 TR PSSP 45

Figura 2.10: Médias dos atributos da analise sensorial com diferenca significativa por regido e dias de
maturacdo A — Aparéncia molhada; B — Sabor acido; C — Textura macia; D — Textura borrachosa; E —
Textura seca; F — Sabor queijo fresco (médias classificadas com letras diferentes apresentam
diferencas significativas, P < 0,05). ....ueiii i 46

Capitulo 3

XViii



Figura 3.1: Estrutura dos acidos linoleico e alfa-linolénico. (Fonte: Martin et.al., 2006). .................... 53

Figura 3.2: Componentes de um aparelho de cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-
MS). (Fonte: Best images of diagram of the GC MS, 2016). .....cccceeiiiiiiiiiieeeeeiiiiiieee e e e re e e e 61

Figura 3.3: Perfil cromatogréfico do padréo de ésteres metilicos de acidos gordos (Supelco-47885-U,
37 Component FAME Mix) utilizado na identificacdo dos ésteres metilicos dos acidos gordos presentes
nas amostras de QUEIJO de COalN0. ...........uuiiiiii i 66

Figura 3.4: Perfil de acidos gordos identificados em Queijo de Coalho da Paraiba (amostra R1A1,
microrregido de Catolé do ROCha, SA0 BENTO)........ccueiiiuiiiiiiieiiie ittt sttt e nee e 69

Figura 3.5:. Acidos gordos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI), di-insaturados (AGDI) e
polinsaturados (AGPI) presentes nas amostras do Queijo de Coalho artesanal produzido nas
microrregifes do Sertdo da Paraiba. ... 76

Figura 3.6:. Acidos gordos maioritarios (C14:0a, C16:0a, C18:1a, C18:1b, C18:0 e C18:2b) do perfil de
acidos gordos do Queijo de Coalho artesanal produzido nas microrregides do Sertédo da Paraiba. ... 97

Figura 3.7:. Acidos gordos di-insaturados C18:2d, C18:2a, C18:2b, C18:2¢, C21:2 e C23:2 identificados
no Queijo de Coalho artesanal produzido nas microrregides do Sertdo da Paraiba................ccceee.. 98

Figura 3.8:Acidos gordos monoinsaturados com pequena concentracdo identificados no Queijo de
Coalho artesanal produzido nas microrregifes do Sertdo da Paraiba. ........cccccccoviiiiieeieiiiciiieeeeen, 99

Figura 3.9: Acidos gordos polinsaturados C19:6, C19:3, C20:5, C20:4, C20:3a, C20:3b, AGPI1, AGPI2,
C22:6 e AGPI3 identificados no Queijo de Coalho artesanal produzido nas microrregides do Sertdo da

=T = 1] 0T VT 100
Figura 3.10: Coeficientes de correlagdo de Pearson para os pares de acidos gordos cuja concentragao
relativa apresenta correlactes fortes ou MUItO fOrES .......ooviiiiiiiiiii e 102
Capitulo 4

Figura 4.1: Protedlise e degradacdo dos aminoacidos decorrentes da acdo microbiana durante a
maturagcdo de queijos: 1-descarboxilacdo; 2-transaminacdes; 3-desaminacdes oxidativas; 4-
degradactes; 5-reduGles; B-OXIAACOES. ........uuuiiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e s eaeeeeees 111

Figura 4.2: Perfil de padrdes cromatograficos utilizados na avaliagdo das concentracGes de
aminodcidos livres por HPLC com detegao eletroqUIMICa........cuvviiiivieeeiiiiiee et siee e siieee e 117

Figura 4.3: Perfil cromatografico da amostra R2A1, no qual se identificam possiveis interferentes. 119

Figura 4 4: Concentragbes dos aminodcidos lisina, glutamina, alanina, treonina, glicina, valina,
isoleucina e leucina, nas amostras individuais dos Queijos de Coalho produzido na Paraiba, Brasil.
............................................................................................................................................................. 120

Figura 4.5: Concentra¢des dos aminoacidos metionina, histidina, fenilalanina, acido glutamico, &cido
aspartico, cisteina, tirosina e triptofano, nos queijos das diferentes microrregides. .........cc.cccceeeuvneeee. 122

Figura 4.6: ConcentragBes médias dos aminoécidos livres identificados nos Queijos de Coalho
produzidos Nas MeSMas MICIOITEQIOES. ......cccceieie i et 123

Capitulo 5

Figura 5.1: Populacdo de cocos mesofilicos, cocos termofilicos e bastonetes isolados de Queijo de
Coalho da Paraiba expresso em numero de col6nias por amostra (Fonte: Dados do autor, 2015). . 141

Figura 5.2: Produto da PCR em gel de agarose a 1,2% separado através de eletroforese (PM: peso
molecular 500pb; CN: controlo negativo; CP: controlo positivo; Amostras: 03 a 20). (Fonte: Dados do
U 1 (o ) 21 0 1L ) SRS 142

XiX



Figura 5.3: Eletroferograma de uma das amostras sequenciadas, indicando o valor de Phred. (Fonte:

D= o (o ks io [0 I AN T | (o] g2d 01 o) PP PP PPPRTP 142
Figura 5.4: Distribuicdo por microrregido das BAL isoladas de Queijo de Coalho artesanal produzido
[T B T 1] o = H PP R PP 148
Capitulo 6

Figura 6.1: Coeficientes de correlagdo de Pearson = 0,6 entre concentragbes de acidos gordos
individuais e o nimero de colénias de microrganismos individuais ou agrupados por género. ......... 166

Figura 6.2: Coeficientes de correlacdo de Pearson por regides entre parametros de avaliacao sensorial
e concentragdes de acidos gordos individuais, com nivel de significancia de 0,01 ou 0,05. ............. 170

Figura 6.3: Coeficientes de correlacdo de Pearson por regides entre os pardmetros sabor a queijo
fresco, sabor a manteiga, sabor salgado e sabor acido e as concentragdes de acidos gordos individuais,
com nivel de significancia de 0,01 0U 0,05. ......coiiiiiiiiiiiie et 1711

XX



indice de tabelas

Capitulo 2

Tabela 2.1: Referéncias sobre valores médios dos principais componentes da analise fisico-quimica
do Queijo de Coalho produzido nos estados do NOFdESE. .........ccuuviiiiiiei i 15

Tabela 2.2: Regido, cédigo, cidade de origem, local de aquisicao e periodo de maturacéo do Queijo de
Coalho produzido no Sertdo da Paraiba, Nordeste, Brasil. ........cccccceeiiiiiiiiieiic e 18

Tabela 2.3: Descritores e padrfes utilizados na analise quantitativa descritiva do Queijo de Coalho
produzido na Paraiba, Brasil. (Fonte: Adaptado de Perez, 2005) .........ccccuveeeeeeeiiiiiiiiieeee e cciineeeeens 22

Tabela 2.4: Média e desvio-padrdo dos parametros fisico-quimicos: pH, acidez, humidade, proteina,
gordura, cinzas e cloretos dos Queijos de Coalho produzidos nas microrregides do Sertdo da Paraiba.

............................................................................................................................................................... 25
Tabela 2.5: Classificacdo das amostras de Queijo de Coalho artesanal produzidos no Sertdo da
Paraiba, de acordo com o contetdo de matéria gorda no extrato seco (GES). .......cccocvveeviiiireinnnenn. 28

Tabela 2.6: Médias e desvios-padrdo das propriedades fisico-quimicas dos Queijos de Coalho
produzidos no Sertdo da Paraiba por regido de ProdUGAOD. .........ccovuveieeiiiireeiiieeessiee e siee e 31

Tabela 2.7: Médias e desvio-padrdo das propriedades fisico-quimicas por dias de maturacdo dos
Queijos de Coalho produzido na Paraiba, Nordeste, Brasil..........cccceeiiiiiiiieiiee i 33

Tabela 2.8: Média e desvio-padréo dos atributos da analise sensorial dos Queijos de Coalho produzido
na Paraiba, NOrdeste, BrasSil. .........ocuuiiiiiiiieiiiii et e e s e e e s nnbae e e e nnees 35

Tabela 2.9: Média e desvio-padrdo dos atributos da analise sensorial dos Queijos de Coalho por
regides, produzido na Paraiba, Nordeste, Brasil ..........ccccccoiiiiiiiiiiic e 43

Tabela 2.10: Média e desvio-padrédo dos atributos da andlise sensorial dos Queijos de Coalho por dias
de maturacgédo, produzido na Paraiba, Nordeste, Brasil. .........cccoocuviiiiiie i 43

Tabela 2.11: Coeficientes de Correlacéo de Pearson entre varidveis da composicéo fisico-quimica e
atributos da analise sensorial do Queijo de Coalho produzido na Paraiba, Brasil, que apresentaram
correlagdes fortemMENte POSILIVAS. ........uiii it e a7

Capitulo 3

Tabela 3.1: Referéncias, tipo de queijo, maturacdo e concentracdo dos acidos gordos saturados
isolados de VArIOS tIPOS 08 QUEIIOS. .....cciiiuiiiieee e e e s ettt e e e e e e e e e e e e e st e e e e e e s e s eaabrr e e e e e e e s e sanbrneeeeaens 57

Tabela 3.2: Referéncias, maturacao e concentragdo dos acidos gordos mono e polinsaturados isolados
Lo LR = T (oI 1] o Jo S SN0 [ =T Lo 1 T URERR PP 58

Tabela 3.3: Referéncia dos resultados de &cidos gordos agrupados por tamanho das cadeias e tipo de
o= ot To ] o1 b= o [o 1o [ o [N =T o R PP RTPTPRP 59

Tabela 3.4: Identificacdo do tempo de retencao e concentragcao dos 37 ésteres metilicos do padrao
(Supelco-47885-U, 37 Component FAME Mix) nas condi¢cdes cromatograficas utilizadas. ................. 67

Tabela 3.5: Identificacdo dos 57 acidos gordos identificados nos Queijos de Coalho da Paraiba, do
respetivo i&o molecular e da respetiva janela de retenGa0. .........oovvveiiiiiiiie i 70

Tabela 3.6: Concentracdes relativas de acidos gordos saturados, insaturados, monoinsaturados, di-
insaturados e polinsaturados identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no
Sertao da Paraiba, BrasSil. ...........oiiiiiiiiiiii ettt a e 73

XXi



Tabela 3.7: Médias e desvios padrdo das concentragbes relativas de acidos gordos saturados,
insaturados, monoinsaturados, di-insaturados e polinsaturados de Queijos de Coalho produzidos na
L TCET = g Lo (o] (=T [ Vo SRR 75

Tabela 3.8: Médias e desvios padrao das concentracfes de acidos gordos saturados de C6:0 a C14:0a
identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdao da Paraiba, Brasil. . 77

Tabela 3.9: Médias e desvios padrdo das concentracfes de acidos gordos saturados de C15:0d a
C17:0a identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da Paraiba,
= 1 | TR 78

Tabela 3.10: Médias e desvios padréo de acidos gordos saturados de C18:0 a C24:0 identificados nas
amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da Paraiba, Brasil.................c..couveeee. 80

Tabela 3.11: Média e desvio padrédo das concentracdes relativas de acidos gordos saturados de C6:0
a Cl14:0a identificados no Queijo de Coalho artesanal produzido nas microrregides no Sertdo da
[ T 1] o F= T = T = ] | PSPPSR 83

Tabela 3.12: Média e desvio padréo das concentracdes relativas de acidos gordos saturados de C15:0d
a C17:0a identificados no Queijo de Coalho produzido nas microrregides no Sertdo da Paraiba, Brasil.
............................................................................................................................................................... 83

Tabela 3.13: Média e desvio padréo das concentracdes relativas de acidos gordos saturados de C18:0
a C24:0a identificados no Queijo de Coalho produzido nas microrregides no Sertdo da Paraiba, Brasil.
............................................................................................................................................................... 84

Tabela 3.14: Médias e desvios padrao das concentragdes relativas de acidos gordos monoinsaturados
de C9:1 a C17:1 identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da
[ T 1] o F= T = T = ] | SRR 86

Tabela 3.15: Médias e desvios padrdo das concentragdes relativas de acidos gordos monoinsaturados
de C18:1a a C22:1 identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da
(o -1 0T T =T =T | TR 87

Tabela 3.16: Médias e desvios padrao das concentragdes relativas de &cidos gordos di-insaturados de
C18:2d a C23:2 identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da
[ T 1] o F= T = T = ] | SRR 90

Tabela 3.17: Médias e desvios padrdo das concentra¢@es relativas de 4cidos gordos poliinsaturados
de C19:6a a AGPI3 identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da
= L 1] o F= T = T = ] | PSPPSR 943

Tabela 3.18: Coeficientes de Correlacdo de Pearson entre as concentracdes médias dos acidos gordos
agrupados por grupo funcional, e avaliadas para os queijos de Coalho individuais ou para os grupos de
(o WIS T kR o [ o= To F= W g g1 ol (0] £=T o |- Lo TP TOTPPPRPPPPPN 101

Capitulo 4

Tabela 4.1: Referéncias e concentracdo dos aminoacidos livres isolados de queijos de vérios paises.
............................................................................................................................................................. 115

Tabela 4.2: Ordem de eluicdo dos aminoacidos estudados e retas de calibragdo utilizadas na
determinaGao da SUA CONCENITAGAD. ........icuuiteiiiiieeeiiieee e atiee e e sttt e e e abteeeesbeeeeeabaeeessnbaeeessbneeessnbneeeeans 118

Capitulo 5

XXil



Tabela 5.1: Referéncias sobre as técnicas moleculares aplicadas na identificagdo de microrganismos
M It € SEUS UEINVAUOS. .. .eiiiiieiiee ettt s e s e sn e s s e e s re e e nnn e e e 134

Tabela 5.2: Média e desvio padrédo de BAL (UFC/g) de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertao
da Paraiba, NOrdeste, Brasil. ..........ooouiiiiiiiiiiiiiie et e e st e e st e e et e e e nbaeeeean 140

Tabela 5.3: Espécies de BAL isoladas de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da Paraiba,
[T o T=TS] (TR = = T | T 144

Tabela 5.4: Espécies de bactérias ndo acido-lacticas isoladas de Queijo de Coalho artesanal produzido
no Sertdo da Paraiba, NOrdeste, Brasil...........cccceiiiiiiiiiiiee ettt 152

Capitulo 6

Tabela 6.1: Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os parametros de avaliacao fisico-quimica
dos queijos individuais e os restantes parametros de avaliacdo considerando os &cidos gordos
agrupados em grupos funcionais € 0S microrganiSmos €M gENEIOS. .......cccuuvrerrrreeeiirierieeeeeeeeeseeneeeeens 163

Tabela 6.2: Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os parametros de avaliagéo fisico-quimica e
as concentracdes relativas dos 4cidos gordos individuais e das coldnias individuais ..............cc....... 164

Tabela 6.3: Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os pardmetros de avaliacdo sensorial e as
concentracgdes relativas dos acidos gordos individuais e do niumero de colénias de microrganismos
1o 1Yo (U oYU UPT TP PPPPPPPP 165

Tabela 6.4: Coeficientes de correlagdo de Pearson por regides entre as médias dos parametros fisico-
guimicos, as médias da avaliacdo sensorial e as médias das concentracdes de acidos gordos
agrupados por grupo funcional e as médias do nimero de colénias agrupadas por género............. 167

Tabela 6.5: Coeficientes de correlacdo de Pearson por regifes entre as médias dos parametros fisico-
guimicos e as concentra¢des medias relativas dos acidos gordos individuais e dos micro-organismos

10 AV LU PSSR 168
Tabela 6.6: Correlagdes por regides entre as médias dos parametros de avaliagdo sensorial € 0 nimero
de colonias de microrganismos individuais e agrupados POr GENEI0. .........eeeeiuiieeeiiiieeeeriiiieeesniieeeens 169
Anexo 2

Tabela A2.1.1: BAL e BNL para a regi@io RLIAL. ......cocuuiiiiiiiiiiiiiie e 177
Tabela A2.1.2: BAL € BNL para a regiio RLAZ. ......cocuuiiiiiiiiei ettt 178
Tabela A2.1.3: BAL € BNL para a regiio RLAS. .......ouiiiiieiiiiieieieieieieieieiaiersrsesnsrnrsrersrsrsrarsrsrnnnn.. 179
Tabela A2.1.4: BAL € BNL para a regiio RLAZ. ........ouuiiiiiiiiiiieieieieieieieisiersisisrersrnrsrersrsrnrsresrn.. 180
Tabela A2.2.1: BAL € BNL para a regi@io R2AL. ........uuuuuuiieieieieieieieieieieieiereisrsrsinrninrssren... 181
Tabela A2.2 2: BAL € BNL para a regi@io R2A2. ........uuuuuueieieieieieieieieisieisiersrsrsinrnrnierssn—... 182
Tabela A2.2.3: BAL @ BNL para a regi@io R2AS3. ...ttt 183
Tabela A2.2.4: BAL € BNL para a regi@io R2AZ .......cocuuiiiiiiiii e 184
Tabela A2.3.1: BAL e BNL para a regi@io R3AL. ......cocuiiiiiiiiiiiiiie e 184
Tabela A2.3.2: BAL e BNL para a regi@io R3AZ. ...ttt 185
Tabela A2.3.3: BAL € BNL para a regifio R3ASB. ...ttt 185
Tabela A2.3.4: BAL @ BNL para a regi@io R3AZ. ...ttt 186

XXili



Tabela A2.4 1:
Tabela A2.4 2:
Tabela A2.4.3:
Tabela A2.4.4:

Tabela A2.5.1:
Tabela A2.5.2:
Tabela A2.5 3:
Tabela A2.5.4:

Tabela A2.6.1:
Tabela A2.6 2:
Tabela A2.6.3:
Tabela A2.6.4:

Tabela A2.7 1:
Tabela A2.7.2:
Tabela A2.7.3:
Tabela A2.7.4:

BAL € BNL para aregi@o RAAL. .....cooo ittt e e s ne e e e s 186
BAL € BNL para aregilo RAAZ. .......coooiiiiiiiie ettt 187
BAL e BNL para aregilo RAAS. ... ..ottt 188
BAL € BNL para aregifio RAAL. ..ot 189
BAL e BNL para aregilo RS5AL. .......ooo ittt 190
BAL € BNL para a regilo R5A2Z. ......cocuiiiiiiiiie et 191
BAL € BNL para a regido R5ASB. .....ouiiiiiie ittt e e r e e e e s nnrnae e e 192
BAL € BNL para a regi@io RS5A4. ...ttt e e e e 192
BAL € BNL para a regido RBAL. .......ooviieiiiiiiiieeeee ettt e e e s s siaane e e e e e s snnnanneeeee s 193
BAL € BNL para a regido RBA2. ........oeiiiieiiiiciiieiee ettt s s e e e e e s e nnananeee s 194
BAL e BNL para a regiio RBAS. ......coi oottt 194
BAL € BNL para a regifio RBAZ. ........cueiiiiiiiie ettt 195
BAL € BNL para aregilo R7TAL. ..ottt 195
BAL € BNL para a regiio RTAZ. .......ooo ittt 196
BAL € BNL para a regifio RTASB. ...ttt 196
BAL € BNL para aregilo RTAZ. .......ooo ettt 197

XXiV



Lista de abreviaturas

ADH — Acido Docosahexandico

ADN — Acido Desoxirribonucleico

ADQ - Analise Descritiva Quantitativa

AEP — Acido Eisosapentaenoico

AGDI - Acidos Dordos Di-insaturados

AGI — Acidos Gordos Insaturados

AGMI — Acidos Gordos Monoinsaturados

AGPI - Acidos Gordos Polinsaturados

AGPI1 — Acido Gordo Polinsaturado 1

AGPI2 - Acido Gordo Polinsaturado 2

AGPI3 - Acido Gordo Polinsaturado 3

AGS - Acidos Gordos Saturados

ANCOVA — Andlise de Co-variancia

ANOVA - Analise de Variancia

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
AOAC — Association of Official Analytical Chemists
ARN — Acido Ribonucleico

BAC — Bacilos ou Bastonetes

BAL — Bactérias Acido Léaticas

BAL-Total — Bactérias Léticas Totais

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool
BNL-Total — Bactérias Nao Laticas Totais
BOX-PCR - Fingerprinting for PCR

CE — Ceara

CLA — Acido Linoleico Conjugado

CM — Cocos Mesobfilos

CT - Cocos Termdfilos

DCTB — Departamento de Ciéncias e Tecnologia da Biomassa
DGGE — Desnaturin Gradient Gel Electrophoresis
DHA — Acido Docosahexaendico

DP — Desvio Padrdo

EcFm — Enterococcus faecium

EcGa — Enterococcus gallinarium

EcYt — Enterococcus italicus

EGB — Extrato Bruto de Gordura

EICE - Escherichia coli enteroinvasiva

EPA — Acido Eicosapentaendico

EPEC - Escherichia coli enteropatogénica

XXV



ERIC-PCR - Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
ETEC - Escherichia coli enterotoxigénica

FAAs — Aminoacidos Livres

FAME Mix — Mistura de Esteres Metilicos de Acidos Gordos
FCT - Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

FFA — Acidos Gordos Livres

GC-MS — Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa; Gas Cromatography/Mass
Spectrometry

GES - Gordura no Extrato Seco

H2S04 — Acido sulfurico

HgO — Oxido de mercurio

HPLC — Cromatografia Gasosa de Alta Eficiéncia; High performance Liquid Cromatography
IG — Indicagdo Geogréfica

IN — Instru¢cdo Normativa

LbDI — Lactobacillus delbrueki

LbFe — Lactobacillus fermentum

LbPe — Lactobacillus pentosus

LbPI — Lactobacillus plantarum

LbPP — Lactobacillus plantarum subsp. plantarum

LbRh — Lactobacillus rhamnosus

LbSp — Lactobacillus spp.

LCFA — Acidos Gordos de Cadeia Longa

LcL — Lactococcus lactis

LcLL — Lactococcus lactis subsp. lactis

LH-PCR- Length Heterogeneity PCR

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
MCFA — Acidos Gordos de Cadeia Média

MRS — Man, Rogosa e Sharpe

MUFA — Acidos Gordos Monoinsaturados

Na2S04 - Sulfato de sédio

NaCl —Cloreto de sédio

NaOH — Hidréxido de s6dio

NCBI — National Center for Biotechnology Information

OMS - Organiza¢do Mundial de Saude

PCR — Reacdo em Cadeia pela Polimerase; Polymerase Chain Reaction
PE — Pernambuco

PFGE - Pulsed-Field Gel Electrophoresis

pH — Potencial Hidrogenionico

PT — Portugal

PTASN — Azoto Soltvel em Acido Fosfotungsténico

XXVi



PUFA — Acidos Gordos Polinsaturados
gPCR - PCR em tempo real
R1 — Catolé do Rocha

R2 — Cajazeiras

R3 — Sousa
R4 — Patos
R5 — Piancé

R6 — Itaporanga

R7 — Serra do Teixeira

RAPD-PCR — Random Amplification of Polymorphic DNA for PCR
rARN — ARN ribossémico

REP-PCR — Repetitive Element Polidromic for PCR

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

SCFA — Acidos Gordos de Cadeia Curta

SDA - Secretaria da Defesa Agropecuaria do Brasil
SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida

SETDE — Secretaria de Estado do Turismo e do Desenvolvimento Econdmico
SFA — Acidos Gordos Saturados

SIF — Servico de Inspecéo Federal

SPSS — Statistical Package for the Social Sciences

StAg — Streptococcus agalacteae

Stll — Streptococcus infantarius subsp. infantarius

StTh — Streptococcus thermophilus

StUb — Streptococcus uberis

TAP-PCR - Transcriptionally Active PCR

TCA — Acido Tricloroacético

TCASN — Azoto Solavel em Acido Tricloroacético

TEAC - Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao Trolox
TN — Azoto Total

TTGE — Temporal Temperature Gradient Gel Electrophoresis
UFC — Unidade Formadora de Col6nia

UFCG - Universidade Federal de Campina Grande

UNL — Universidade Nova de Lisboa

UV-Vis — Detetor Ultravioleta/Vsivel

WSN — Azoto Solavel em Agua

WSP — Extrato Proteico Soltvel em Agua

XXVi






CAPITULO

Introducéo geral

“O queijo € o leite na idade adulta.” Esta frase de Richard Condon traduz a importancia do leite na
gualidade do queijo. O leite, que é a matéria-prima do queijo, consiste numa emulsédo de finas particulas
sélidas em agua, na qual se encontram dissolvidos numerosos componentes organicos e inorganicos.
Os principais componentes do leite sédo proteinas (caseina, albumina e globulina), hidratos de carbono
(lactose), sais minerais e vitaminas (Amarante, 2015).

O leite € considerado um alimento completo com elevado valor biolégico na alimenta¢éo do homem.
Para preservar as suas caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais, o leite deve ser obtido em
condic¢des higiénicas adequadas e mantido sob refrigeragcdo desde a ordenha até a sua pasteurizagao
ou utilizagdo (Freitas, 2011).

Os queijos de leite cru sdo fabricados artesanalmente de modo tradicional, a partir de leite ndo
pasteurizado. Todos os queijos no mundo eram originalmente fabricados a partir de leite cru, ou seja,
de forma artesanal, como os famosos queijos camembert, brie, roquefort e mozzarela. Atualmente,
esses queijos sao produzidos de forma industrial com leite pasteurizado (Podesta, 2015).

Os queijos industrializados sdo produzidos em grande escala, a partir da recolha de leite de varios
produtores. Durante o seu processamento, o leite é pasteurizado, um processo que consiste em
aquecer o leite e 62 °C durante cerca de 30 minutos. Este processo tem por objetivo eliminar bactérias
indesejaveis, como as patogénicas, no entanto, provoca também a desnaturagéo proteica, alterando o
sabor, e elimina bactérias lacticas benéficas, responsaveis pelas caracteristicas especiais dos queijos
tradicionais (Podesta, 2015).

No Brasil existem queijos artesanais feitos com leite cru, fabricados h& dezenas ou centenas de
anos em pequena escala, por pequenos produtores rurais, em diversas regides. Sao exemplos desses
queijos os queijos artesanais Canastra, Salitre, Araxa e Serro produzidos em Minas Gerais, 0s queijos
Colonial e Serrano produzidos no Sul do Brasil, os Queijos de Coalho e de Manteiga (ou Requeijao)
produzidos no Nordeste, e o queijo Marajé produzido no Para (Podesta, 2015).

Em estudos realizados com queijos tradicionais, Montel et al. (2014) analisando os riscos e 0s
beneficios associados com a microbiota diversificada que existe principalmente em queijos de leite cru,
descrevem a associagcdo da andlise sensorial, higiene e os possiveis beneficios para a saude. A
diversidade microbiana e os beneficios do queijo de leite cru dependem da microbiota do leite e das
praticas tradicionais de produgdo, incluindo as praticas de inoculagdo. Mais de 400 espécies de
bactérias acidas lacticas (BAL), gram positivas e gram negativas tém sido identificadas em leite cru e
nos queijos produzidos a partir deste tipo de leite.

A producéo de queijo artesanal é considerada como uma estratégia de propagacao de atividades

tradicionais, com repercussdes sociais e econdmicas e que € assegurada essencialmente pelos
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agricultores familiares. Por nao cumprir a legislagao vigente, elaborada em meados do século passado,
0 queijo artesanal é inserido no mercado informal. Neste sentido, tem-se discutido no Brasil, a
necessidade da criacdo de normas direcionadas ao setor artesanal na producao de queijos, de forma
a revalorizar a cultura queijeira, agregar valor a producao e oferecer alimentos seguros a populacao
(Menezes, 2011).

O Queijo de Coalho é entendido como um alimento identitario, produzido e consumido no espaco
geografico nordestino e identificado pelos migrantes que consomem este produto como uma
aproximacado ao seu territorio. O Queijo de Coalho é assim considerado um patriménio da populacao
nordestina (Menezes, 2011). A origem do termo ‘Queijo de Coalho’ deve-se ao uso de coalho natural
(ndo industrial) na sua producédo, retirado do estomago de bezerros ou outros animais silvestres
(Amarante, 2015).

Santos e colaboradores (2012) analisando o documentario “O mineiro e o queijo”, na sua pesquisa
com alimentos tradicionais produzidos artesanalmente no Brasil, evidenciaram que a producéo
tradicional envolve valores como identidade, cuidado com o produto e com 0 ambiente natural, o que
ndo se observa na producado pelas grandes industrias. Ainda de acordo com 0s mesmos autores, 0
Brasil aponta para a necessidade de implementar medidas de valorizagdo dos seus produtos
artesanais, segundo uma visao “mediterranica”, adotada principalmente por Francga, Itélia, Espanha,
Portugal e Grécia, e que considera a qualidade sob um prisma mais amplo e a relaciona com aspetos
sensoriais, éticos, sociais e ambientais.

1.1 Producdo mundial e nacional de queijo

De acordo com dados de 2012, o ranking dos paises produtores de queijo é liderado pelos Estados
Unidos com quase cinco milh8es de toneladas/ano, seguido pela Alemanha, Franca e Italia. O Brasil
ocupa o segundo lugar do continente americano com 700 mil toneladas/ano. Apesar desta posicao de
destaque, o Brasil ocupa a Ultima posicao quanto ao consumo per capita, com 3,6 kg/hab (dados de
2012), enquanto a Franga ocupa o primeiro lugar com 26,2 kg/hab (Amarante, 2015).

Na Europa, a Alemanha foi o pais que mais produziu queijo em 2010 (2 milhdes de toneladas),
seguida pela Franca e pela Itdlia, com cerca de 2 milhdes e 1 milhdo de toneladas de queijo,
respetivamente (FAO, 2012).

De acordo com Amarante (2015), o rebanho de vacas leiteiras das Américas ocupa o terceiro lugar
mundial, com 51.079 mil cabecas, sendo ultrapassado pela Asia com 106.413 mil cabecas e pela Africa
com 64.833 mil cabegas. No Brasil o rebanho é formado por 23.730 mil cabecas, sendo considerado o
maior rebanho das Américas.

O leite ndo é apenas comercializado na forma liquida, podendo ser convertido em diversos produtos
derivados como o leite em po, o iogurte e os queijos (Viana, 2009).

De acordo com Perry (2004), no Nordeste do Brasil, a maior parte da producéo de Queijo de Coalho
€ realizada em pequenas e médias queijarias, as quais movimentam, mensalmente, algo em torno de
10 milhGes de reais, 0 que sinaliza esta atividade como importante no contexto social e econémico da

regido.
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O Queijo de Coalho é considerado um produto tipicamente nordestino, produzido em quase todos
os estados, mas principalmente em Paraiba, Ceara, Rio Grande do Norte e Pernambuco (Aquino, 1983;
Amarante, 2015) (Figura 1.1). Este ultimo estado é responsavel por cerca de 40% do mercado nacional.

Figura 1.1: Zona de concentragdo de producdo de Queijo de Coalho nos estados de Ceard, Rio Grande do Norte,
Paraiba e Pernambuco, adaptado de Amarante (2015). (Fonte: Adaptado de Dia a dia na Educacéo.)

No Nordeste, a producdo de Queijo de Coalho artesanal representa uma atividade econdmica
importante na cultura e na renda familiar (Menezes, 2011). Originalmente produzido nos estados do
Nordeste do Brasil a partir de leite cru, o Queijo de Coalho tem vindo a conquistar espaco e interesse
nas outras regides do Brasil.

Apesar da sua difusdo regional e importancia na economia local, ndo ha estatisticas oficiais da
producdo do Queijo de Coalho artesanal no estado de Paraiba. Os dados oficiais apresentados sobre
a produgdo do Queijo de Coalho faz referéncia aos estabelecimentos registrados com Servigo de
Inspecao Federal-SIF ou Servico de Inspecdo Estadual-SIE (Viana, 2009; EMBRAPA, 2008).

A Figura 1.2 apresenta a divisdo de Paraiba em mesorregides, de acordo com a classificagdo
estabelecida pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no que diz respeito aos aspetos
econdmicos, sociais e politicos, compreendendo a Zona da Mata Paraibana, Agreste Paraibano,

Borborema e Sertédo (Histéria da Paraiba, 2010).
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Legenda: @@Zona da Mata @Agreste @@Borborema
Sertéo

Figura 1.2: Mapa representativo das mesorregides do Estado da Paraiba, Nordeste, Brasil. (Fonte: Historia da
Paraiba, 2010).

Na mesorregido do Sertdo Paraibano a producéo de leite bovino abrange cerca de 80 municipios.
Com uma producéo diaria de 100 mil litros de leite, 0 Sertdo produz cerca de 45% de todo o leite do
estado.

A Secretaria de Estado do Turismo e do Desenvolvimento Econémico (SETDE), através do
Ministério do Desenvolvimento da Indistria e Comércio Exterior regista a existéncia 842 queijeiras no
Sertdo da Paraiba (SETDE, 2008). A cidade de Sousa é responsavel por mais da metade do leite
produzido no Sertdo da Paraiba, com cerca de 60 mil litros de leite por dia (Amarante, 2015).

Bouma e co-autores (2014), estudaram 0s custos operativos iniciais de empresas de queijos
artesanais e verificaram que a falta de dados econémicos validos no mercado de queijos artesanais é
um impedimento sério para o desenvolvimento de um plano de negdcio realistico e para a obtengéo de
financiamento. Com base em entrevistas de fornecedores de queijos artesanais foi proposto um modelo
econdmico para prever a base de custos da instalacdo de uma producdo de Queijo de Coalho tendo
em consideracgdo varidveis como, processo de producédo, volume e frequéncia de producdo, tipo de
queijo, tipo de leite e custos, despesas de trabalho e financiamento. E provavel que os elevados custos
iniciais e 0s custos operacionais permanecam como barreira de entrada para empresarios de queijos
artesanais.

Apesar da sua importancia econdémica e grande popularidade, a fabricagdo de Queijo de Coalho
ndo apresenta um processo tecnoldgico otimizado, apropriado para a melhoria de sua qualidade. E
necessario que o processo tradicional, geralmente artesanal e a partir de leite cru, acompanhe a
evolucdo das técnicas nas queijarias mediante modificacBes ja utilizadas na tecnologia de outros

gueijos nacionais e internacionais.
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1.2 Histdria da origem do Queijo de Coalho

O Queijo de Coalho é de origem tipicamente brasileira, especificamente do sertdo do Nordeste. O
inicio da producédo deste queijo remonta a chegada do rebanho bovino trazido pelos portugueses.
Segundo relatos tradicionais os vaqueiros ao percorrerem longas distancias carregando leite em
mochilas (matuldo) fabricadas com o estdbmago de animais jovens, observaram que o leite coagulava
€ a massa resultante era saborosa, dando origem ao Queijo de Coalho (Amarante, 2015).

O queijo é um produto elaborado a partir da coalhada de leite de animais, ou seja, um concentrado
proteico-gorduroso, através da coagulagdo da caseina por acédo de enzimas (Amarante, 2015).

A economia paraibana tem como base, de modo geral, os setores de servigos, agricultura, industria,
principalmente a alimenticia, téxtil e a pecuéria, onde se destaca a criacéo de bovinos nas microrregifes
de Sousa e Borborema (Luiz, 2014).

A producdo animal paraibana teve inicio no Litoral, mas foi no Sertdo que mais se expandiu com a
criagdo do sistema extensivo. A criacdo de bovinos é a mais representativa correspondendo a
aproximadamente 90% do total da produgédo de animais de grande porte. A maior concentracdo de
unidades de producédo ocorre na microrregido de Sousa e a menor nas microrregides do Serido e Litoral
Sul. A criacdo de bovinos do Estado destina-se a producéo de carne e leite, sendo esta destinada a
atender os laticinios e, principalmente, as queijarias para produc¢édo do Queijo de Coalho e de manteiga

que estdo espalhadas por todo o estado.

1.3 Classificagdo e processamento do Queijo de Coalho

Entende-se por Queijo de Coalho aquele que se obtém por coagulagédo do leite por meio do coalho
ou por outras enzimas coagulantes apropriadas, complementadas ou ndo pela acdo de bactérias
lacteas selecionadas, e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricac&o. E um queijo
de média a alta humidade, de massa semi-cozida ou cozida que apresenta um teor de gordura variavel
nos solidos totais entre 35% e 60% (SDA, 2001).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Portaria n® 146, de
07 de marco de 1996, os queijos podem ser classificados de acordo com o grau de humidade em
queijos frescos com massa mole (> 55%) e massa macia (46-54,9%), massa semidura (36-45,9%) e
massa dura (<36%).

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo de Coalho (MAPA,
1996), o Queijo de Coalho sendo considerado um queijo fresco, é consumido com até 10 (dez) dias de
fabricacé@o e classificado como queijo de massa prensada, semi-dura, ndo cozida ou semi-cozida, e
com casca hatural. A prensagem é feita em panos cuja textura fica visivelmente impressa na massa do
gueijo. A coloracdo dos queijos de massa ndo cozida é mais esbranquicada diferindo dos de massa
semi-cozida que tém uma cor amarelada (Amarante, 2015)

De acordo com a Portaria 73 de 01 de fevereiro de 1990, do Ministério do Planeamento e
Administracdo do Territdrio, da Agricultura, Pescas e Alimentacdo e do Comércio e Turismo de

Portugal, queijo é definido como um produto alimentar fresco ou curado, de consisténcia variavel
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(dependendo do processo e condigBes de producdo, origem do leite, ingredientes utilizados, entre
outros fatores), obtido por coagulacdo e dessoramento do leite (leite total ou parcialmente desnatado)
e da nata, do leitelho bem como da mistura de alguns ou de todos estes produtos, incluindo o lactossoro,
sem ou com adicdo de outros géneros alimenticios (Portaria 73/90, 1990). Este produto pode ser
classificado quanto a cura, a composicao, a consisténcia e quanto a matéria gorda.

Quanto a cura, o0 queijo pode ser classificado segundo a Portaria 73/90 de 1 de fevereiro como:

a) Queijo curado — que é aquele que s6 se encontra apto para consumo depois de mantido

durante um certo tempo em condi¢des determinadas de temperatura, humidade e ventilagéo, as
guais permitam as modificagées quimicas e fisicas caracteristicas;
b) Queijo curado por acdo de bolores — que sao 0s queijos cujas caracteristicas sao devidas a

proliferacéo de bolores especificos no interior e/ou superficie do queijo;

¢) Queijo fresco — que é o queijo obtido por coagulacéo e dessoramento do leite por fermentagéo
lactica, com ou sem adi¢do de coalho e ndo submetido a um processo de cura. Este tipo de
queijo deve ser fabricado obrigatoriamente com leite pasteurizado.

Segundo a legislacdo portuguesa o queijo € classificado em funcdo da sua percentagem de
humidade, podendo ser de pasta mole, semi-mole, de pasta semidura, de pasta dura e extra-dura
(Portaria 73/90, 1990).

Quanto & matéria gorda, o0 queijo € classificado em fun¢do da sua percentagem no extrato seco,
dividindo-se em cinco categorias: Muito gordo ou extra gordo, com uma percentagem de matéria gorda
superior a 60%; Gordo (45-60%); Meio gordo (25 a 45%); pouco gordo (10 a 25% de matéria gorda);
magro, com um valor maximo de 10% (Portaria 73/90, 1990).

Segundo a Portaria n® 146/96 do MAPA, o Queijo de Coalho deve ser elaborado com leite integral
ou padronizado a 3% de matéria gorda, submetido a pasteurizacao ou tratamento equivalente (MAPA,
1996). A maior parte da producéo nos estados do Nordeste ainda é tradicional e artesanal, utilizando
leite de vaca cru, coalho natural e sal, sem adigdo de fermentos (Amarante, 2015).

Segundo a Secretaria da Defesa Agropecudria do Brasil (SDA), o processo de fabricacdo do Queijo
de Coalho na Paraiba apresenta pequenas diferencas entre produtores ou queijeiras, tratadas como
“segredos bem guardados”, que buscam dar uma especificidade ao produto. Cerca de 67% do processo
produtivo é artesanal e 31% é semi-artesanal. Quanto ao leite, mais de 76% das queijeiras ndo
pasteurizam o leite para fabricarem o queijo (SDA, 2001).

O fluxograma de fabricacdo do Queijo de Coalho na Paraiba apresentado na Figura 1.3 foi adaptado
de Aquino (1983) e Travassos (1996). As etapas do processo de fabricagdo sdo rececao, filtragem e
pesagem do leite integral cru; adicdo de coalho comercial; repouso por 40 minutos; corte da coalhada;
repouso; aguecimento da coalhada (realizada por alguns produtores); dessoragem; enformagem e
prensagem; salga (podendo ser realizada na massa da coalhada ou na superficie do queijo);

embalagem e armazenamento (temperatura ambiente ou refrigeracéo).
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Figura 1.3: Fluxograma de fabricacdo do Queijo de Coalho da Paraiba, adaptado de Aquino (1983) e Travassos
(1996). (Fonte: Produzido pelo Autor, 2016)
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O processo de elaboracao do Queijo de Coalho apresenta caracteristicas distintas que podem
ocorrer na coagulagéo, corte e mexedura da massa, remoc¢ao parcial do soro, aquecimento da massa
(cozida ou semi-cozida) ou ndo (massa crua), salga, prensagem, embalagem ou armazenamento. No
entanto, a principal caracteristica almejada na sua fabricacdo é impedir que ele derreta quando for
cozido, frito ou assado (Amarante, 2015).

Para produzir um quilo de Queijo de Coalho sdo usados em média dez litros de leite (SDA, 2001).

As caracteristicas principais que definem este queijo sdo as seguintes: crosta fina, sem trinca,
geralmente sem formagéo de casca definida, cor branco-amarelada uniforme, com ou sem algumas
olhaduras pequenas, odor levemente acido (semelhante a massa coagulada), sabor brando,
ligeiramente &cido, sabor salgado leve ou acentuado, range nos dentes quando mastigado e aspeto
tostado da superficie quando assado ou frito. Comercialmente é encontrado no formato cilindrico,
retangular ou na forma de espetos (Amarante, 2015).

Segundo Nassu et al. (2003), a falta de critérios de qualidade da matéria-prima e das técnicas de
processamento conduz a que este queijo se classifique no mercado como um produto de baixa
qualidade, tanto a nivel higiénico e sanitario como pela falta de padronizacdo do produto, e isto deve-
se ao processo de fabricacdo que é relativamente simples.

A Portaria N° 146, de 07 de marco de 1996, determina que todo o queijo deva ser processado com
leite pasteurizado, eliminando desta forma um perigo potencial para a salde do consumidor (MAPA,
1996). Recentemente, o MAPA publicou a Instrugdo Normativa n® 57, de 15 de dezembro de 2011 que
normaliza a produc¢édo de queijo a partir de leite cru, com periodo de maturacgéo inferior a 60 dias, mas,
para tanto, define regras muito claras e exigentes a serem cumpridas, com o objetivo de garantir a
qualidade do produto e atender aos aspetos de higiene e protecdo a saude do consumidor (MAPA,
2011).

O MAPA nos ultimos anos tem vindo a estimular o registo de produtos e servicos agropecuarios
através da Indicacdo Geogréfica (IG). A IG visa promover a agregacdo de valor, a preservagcao das
tradicdes e a valorizacao da cultura protegendo a origem, local ou regional, dos produtos tipicos. Para
solicitar a IG, sao exigidos alguns requisitos como, conhecer as caracteristicas do produto quanto ao
processo de producdo, caracteristicas fisicas, quimicas, microbiologicas e sensoriais, bem como, a
qualidade do produto, compreendendo, portanto, a necessidade de pesquisas para a caracterizagcéo
do produto e uma legislacdo estadual que regulamente o produto quanto as matérias-primas e seu
processamento.

Dos principais estados do Nordeste produtores de Queijo de Coalho, Ceard, Pernambuco e Rio
Grande do Norte conseguiram a IG para este produto. Até ao momento, a Paraiba possui a IG para a
cachaca, coco, abacaxi, arroz vermelho e citrus mas, ndo apresentou uma proposta de regulamentagéo

para o Queijo de Coalho.

1.4 Caracterizacdo quimica e nutricional dos queijos artesanais

O estudo da composicdo dos queijos visa identificar e quantificar os seus principais componentes

quimicos e relaciona-los com as propriedades sensoriais, nutricionais e funcionais destes produtos.
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De entre os varios nutrientes que os compdem, 0s queijos constituem uma importante fonte de acido
linoleico, acido linoleico conjugado (CLA), acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico
(DHA) (Wijendram e Hayes, 2004).

O &cido linoleico (C18:2) é um &cido gordo essencial para humanos, especialmente no crescimento,
desempenhando um papel benéfico para a saude geral do homem (Choque et al., 2014). O &cido
araquiddnico é um dos seus metabolitos, que é um precursor de prostaglandinas e outros compostos
fisiologicamente importantes (Shimizu et al., 2014). No entanto, este acido pode reduzir a conversao
do &cido a-linolénico em acidos gordos polinsaturados, como por exemplo, EPA e DHA, tornando-se
prejudicial para saude, por estar associado a promocao de estados inflamatérios (Choque et al., 2014).

O acido eicosapentaendico, EPA, é um dos principais componentes das membranas neuronais e
desempenha varias funcdes, como a modulagédo da plasticidade e quimica sinaptica assim como a
modulagéo e protecéo neuroldgica (Wu e He, 2014). Este composto também contribui para a reducéo
do colesterol e na prevencao e tratamento de aterosclerose (Ma et al, 2014).

O &cido docosahexaendico, DHA, presente nas membranas das células do sistema nervoso central,
atua como neuroprotetor, além da modula¢céo da plasticidade e quimica sinaptica (Wu e He, 2014).

Além destes acidos gordos, o acido linoleico conjugado (CLA), pode ser encontrado em queijo
(Parodi, 2003). Segundo Draper et al. (2014) o CLA na forma cis-9, trans-11 € a que ocorre
naturalmente em produtos alimentares, podendo ser encontrada na fracdo lipidica de carnes, leite e
produtos lacteos.

As caracteristicas sensoriais do Queijo de Coalho tém vindo a ser pesquisadas com o intuito de
identificar diferencas sensoriais entre os Queijos de Coalho produzidos a partir de leite cru e
pasteurizado. Alguns estudos demonstraram a existéncia de uma potencial relagéo entre a presenga
de determinados microrganismos e a producgédo de determinados compostos, como 4cidos organicos e
acidos gordos, em particular o CLA.

Assim como os 4acidos gordos e os acidos organicos, os aminoacidos estdo envolvidos no
desenvolvimento do sabor e aroma dos queijos. Reac¢des enzimaticas, promovidas ou ndo por bactérias
lacticas, envolvendo compostos desde proteinas até aminoacidos livres estdo associados com a
producgdo de componentes responséveis pelo aroma e sabor dos queijos.

Estudos realizados por Silva et al. (2012) mostraram que Queijos de Coalho artesanais brasileiros
de seis cidades do Nordeste foram investigados como alimentos funcionais com base nos seus perfis
peptidicos e antioxidantes profilaticos, teores de zinco e atividades antimicrobianas. Os peptideos do
Queijo de Coalho apresentaram elevada atividade antioxidante, e o melhor valor de TEAC sendo
2223+10.10 pM, que significa 91.1+0.4% de inibicdo oxidativa. O extrato proteico soluvel em agua
(WSP) apresentou atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa. Todos os resultados obtidos sugeriram que o Queijo de Coalho tem
potencial como um alimento funcional.

Alguns alimentos contém substancias que para além de uma funcao nutricional definida, de natureza
estrutural ou energética, apresentam também um significante efeito positivo no equilibrio metabélico do
organismo e na saude em geral. Entre estas substancias encontram-se os aminoacidos livres (FAAS),

os acidos gordos polinsaturados e diversos outros componentes dos queijos (Diana, 2014).
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Mangia (2008), por exemplo, relatou a influéncia das BAL selecionadas sobre as caracteristicas
microbiolégicas e fisico-quimicas durante o periodo de maturacéo do queijo Fiore Sardo, em particular
a evolucdo de aminoacidos livres, acidos gordos livres (FFAs) e da microflora do queijo. Helinck (2004)
pesquisando sobre BAL termofilicas e compostos aromaticos relatou associagcdo in vitro de
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus helveticus e Streptococcus thermophilus na
producédo de compostos que contribuem com o0 aroma a partir de trés aminoacidos, leucina, fenilalanina

e metionina.

1.5 Caracterizacao microbioldgica de queijos artesanais

O processo de pasteurizagdo do leite € fundamental para garantir a sua seguranca alimentar, mas
elimina também a microbiota nativa do leite, obrigando a utilizacdo de fermentos industriais. Esta
alteracdo tem consequéncias nas propriedades organoléticas do queijo, pois mudangas na flora
microbiana resultam na formac¢do de diferentes metabolitos nomeadamente &cidos gordos,
aminoacidos, acidos organicos, compostos volateis e ndo volateis e outros.

Riguelme et al. (2015) realizaram o primeiro estudo nas comunidades bacterianas em queijo do
Pico, um queijo tradicional de Portugal, feito de leite de vaca cru, para elucidar possiveis diferencas
entre marcas de queijo e tempo de maturagdo. Revelou-se uma alta diversidade bacteriana no queijo
do Pico (Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteriodetes). O género predominante foi
Lactococcus e o Staphylococcus representou uma sequéncia minima. Observaram-se diferencas
significativas em composicdes de comunidades bacterianas entre marcas do queijo. Entretanto analises
da unidade taxonémica com base operacional (OTU —based) identificaram um conjunto de taxa
(Lactococcus, Streptococcus, Acinetobacter, Entererococcus, Lactobacillus, Staphylococcus, Rothia,
Pantoea) e géneros nao classificados pertencentes a familia Enterobacteriaceae, que representaria os
componentes testemunha da microbiota do queijo do Pico artesanal. Uma comunidade bacteriana
diversa estava presente na maturacdo precoce, verificando-se um aumento no numero de filotipos
durante cerca de 2 semanas seguindo-se uma diminui¢éo na fase final do amadurecimento.

Estudos realizados por Guillén e colaboradores (2014), em Mérida, Venezuela, com produtos
lacteos artesanais determinaram os grupos filogenéticos e as diversidades clonais das estirpes de
Escherichia coli isoladas desses produtos. Estes autores observaram que a caracterizagdo molecular
destas estirpes ndo esta relacionada clonalmente, e na sua maioria as estirpes distribuem-se entre os
filogrupos correspondentes a estirpes comensais de baixa patogenicidade. A detecdo de E. coli em
alimentos lacteos indica uma contaminacdo de origem fecal, que eventualmente poderia estar
associada com a presenca de outros agentes enteropatogénicos.

A diversidade entre os queijos é atribuida a particularidades da variagcdo na dinamica das
populag8es presentes nesses diferentes queijos. O sabor é mais intenso e rico em queijos de leite cru
do que de leite processado, principalmente devido a abundante microbiota nativa em queijo de leite
cru, que ndo ocorre no caso de leite pasteurizado ou micro-filtrado. A capacidade dos queijos
tradicionais no combate aos patogénicos é associado a presenca de componentes quimicos que sao

inibidores microbianos naturais, mas também a presenca de estirpes anti-patogénicas ou consorcios

10



Capitulo 1
Introducéo geral

microbianos que impedem a proliferagdo dos microrganismos patogénicos por mecanismos que
poderado ser de competicao, mas que ndo estdo completamente elucidados (Montel et al., 2014).

No trabalho realizado em Ontério, Canada por Le et al. (2014) foi avaliada a consciéncia e percecao
da segurangca alimentar do queijo artesanal e os autores concluiram que a espécie Listeria
monocystogenes foi identificada como a mais relacionada com perigo biolégico, devido ao impacto
potencial na sallde humana e nos negécios. No geral, o impacto na seguranca alimentar da composicao
guimica e dos perigos fisicos foram percebidos como limitados. Assim, sdo sustentadas as producdes
seguras do queijo de leite cru, embora reconhecidos os riscos inerentes a presenca de determinadas
bactérias.

1.6 Caracterizacdo sensorial de queijos artesanais

As caracteristicas sensoriais do Queijo de Coalho tém sido investigadas visando identificar
diferencas sensoriais entre os Queijos de Coalho produzidos a partir de leite cru ou de leite
pasteurizado. Alguns estudos demonstram a existéncia de uma potencial relacdo entre microrganismos
e a producgdo de determinados compostos, como acidos organicos e acidos gordos como o CLA
(Bezerra, 2015; Santos et al., 2012).

Segundo Waldman e Kerr (2015), nos Estados Unidos a politica governamental proibe a venda de
queijo feito de leite ndo pasteurizado e com periodos de maturacao inferiores a 60 dias, apesar de ndo
estar cientificamente demonstrado que queijos com menor tempo de maturagdo ou produzidos com
leite ndo pasteurizado constituam sempre um perigo para a salude do consumidor. Em pesquisa
conduzida com participantes de mercados de agricultores, na qual se colocaram questdes relacionadas
com a avaliacdo sensorial de queijo pasteurizado e ndo pasteurizado e com a percecdo da sua
seguranca alimentar, observou-se que nédo ha evidéncia de uma preferéncia do queijo pasteurizado e
ndo ha uma associacdo entre o queijo ndo pasteurizado e uma menor seguranca e qualidade. Em
média a decisdo de compra dos consumidores do queijo artesanal é baseada no sabor e ndo na
seguranca alimentar ou no processo de produgéo.

A associacao da microbiota de bactérias do acido lactico e a producdo de compostos responsaveis
pelo sabor e aroma ou caracter funcional do queijo Coalho produzido na mesorregido do Sertdo
Paraibano, e a utilizagdo destes aspetos como possiveis indicadores para padroniza¢do deste queijo,
surgiu como proposta do presente trabalho, que visa, dar um contributo para a preservacédo das
caracteristicas sensoriais de um produto artesanal, e desta forma, promover um modelo de identidade
e caracterizagdo deste produto regional.

O Queijo de Coalho do Nordeste Brasileiro € um produto regional com relevancia socioeconémica
para esta regido e como ja foi referido, as suas caracteristicas nutricionais e organoléticas dependem
fortemente da composicéo do leite utilizado na sua producéo.

A partir da caracterizacdo da microbiota latica isolada do Queijo de Coalho produzido na
mesorregido do Sertdo Paraibano espera-se identificar as bactérias do acido latico prevalentes e

responsaveis pelas caracteristicas organoléticas deste queijo, bem como alguns dos compostos
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organicos presentes, e as suas caracteristicas sensoriais de forma a permitir a escolha de parametros
como sugestéo para padronizagéo do produto.

A técnica de Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa, GC-MS, foi utilizada para
caracterizar o perfil de acidos gordos dos diferentes queijos integrados neste trabalho e a Cromatografia
Liquida de Alta Resolucao com detecéo eletroquimica foi utilizada para determinar os aminoacidos
livres.

A caracterizacao fisico-quimica das amostras e a avaliacdo de parametros sensoriais foi também
efetuada com o objetivo de relacionar caracteristicas microbiolégicas e quimicas com as propriedades
organoléticas destes queijos.

A partir desta informacéao sera possivel identificar e selecionar microrganismos autéctones e sugerir
a elaboracdo de um fermento com bactérias lacticas especificas a fim de serem usadas no
processamento do Queijo de Coalho produzido com leite pasteurizado na Paraiba, e assim oferecer
um produto de qualidade preservando suas propriedades sensoriais e garantindo seguranca alimentar
para a populacdo consumidora.
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sensorial do Queijo de Coalho

2.1 Introducéo

2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas do Queijo de Coalho

Apesar do Queijo de Coalho ser produzido ha mais de um século, ainda se observa auséncia de
padronizacéo nas técnicas de elaboragdo do mesmo, o que acarreta diferencas nas caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais do produto final. Segundo a Instrugdo Normativa n° 30, de 26 de junho
2001 (SDA, 2001), o Queijo de Coalho é classificado como um queijo de média a alta humidade, de
massa semi-cozida ou cozida que apresenta um teor de gordura nos sélidos totais variavel entre 35,0%
€ 60,0%. Nos vérios estados do Nordeste pode ser observada grande variagao nos teores de humidade,
proteina e gordura desse queijo, indicando a referida falta de padronizagdo do processo de produgao
(Tabela 2.1).

Tabela 2.1: Referéncias sobre valores médios dos principais componentes da analise fisico-quimica do Queijo de
Coalho produzido nos estados do Nordeste.

Referéncias Estado Humidade (%) Gordura (%) Proteina (%)
Silva et al. (2010) Alagoas 47,60 - 28,65
Andrade (2006) Ceara 44,52 26,88 20,70
Freitas (2011) Paraiba 59,31 19,04 17,17
Silva (2012) Pernambuco 55,09 24,98 18,56
Nassu et al. (2003) Rio Grande do Norte 43,77 25,61 24,87

A variabilidade na composi¢éo geral do Queijo de Coalho reflete a auséncia de padronizacdo das
suas condi¢cfes de producéo entre os estados produtores e entre regies dentro do mesmo estado,
mas também pode resultar da utilizacdo de diferentes processos de produgdo como por exemplo
efetuar ou néo o cozimento da massa e efetuar uma prensagem curta ou longa (Freitas, 2011).

No estado do Ceara, o Queijo de Coalho foi classificado como extra gordo ou duplo creme, de
humidade média, com teor médio de proteina em 25,02%, acidez 0,26% e pH 5,2 (Feitosa, 1984; Perez,
2005). Na regido do Recife, este queijo foi classificado em semi-gordo e de alta humidade (Sena et
al.,2000). Em Sergipe, como de alta humidade a muita alta humidade, com indice de acidez a variar
entre 0,3% a 1,71% (Sena et al., 2000).

No estado da Paraiba, o Queijo de Coalho foi classificado como gordo, de média humidade a alta
humidade e com teor de proteina variavel de 21,8% a 23,5% (Aquino, 1983). Também foram
encontrados teores de cloretos (1,91%), de acidez (0,4%), de proteina (24,3%), de cinzas (4,4%) e de

pH (entre 4,9 a 6,4) para as diversas regides do Ceara (Perez, 2005).
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2.1.2 Caracteristicas sensoriais do Queijo de Coalho

Definida como uma area multidisciplinar, a analise sensorial € uma técnica utilizada para medir,
analisar e interpretar reacdes das caracteristicas dos alimentos ou materiais e a forma como essas
caracteristicas sao percebidas pelos 6rgdos dos sentidos, visdo, audicdo, olfato, tato e paladar
(Associacao Brasileira de Normas Técnicas, 1993).

Os métodos sensoriais podem ser divididos em discriminativos, descritivos e afetivos. Os métodos
discriminativos avaliam diferengas entre duas ou mais amostras, os métodos descritivos descrevem e
guantificam diferencas sensoriais, enquanto os métodos afetivos avaliam a aceitacéo e preferéncia dos
consumidores (Stone e Sidel, 1993). A andlise descritiva é considerada o método mais sofisticado
guando comparado com os métodos discriminativos e afetivos. Os resultados obtidos através deste
teste permitem descrever uma completa descricdo sensorial de um produto, proporcionando a base
para mapear as similaridades e diferencas entre amostras (Stone e Sidel, 1993).

A Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) é considerada um método descritivo porque consegue
descrever as percecdes associadas aos produtos avaliados e é também considerada um método
quantitativo, porque consegue quantificar a intensidade de cada atributo avaliado, numa escala definida
especificamente para cada produto. A ADQ representa uma maneira de validar os termos da analise
descritiva, através do recurso a analises estatisticas, da determinac@o dos descritores apropriados e
da avaliacdo dos provadores que participardo na avaliagdo de um determinado produto (Stone e Sidel,
1993).

Esta avaliagcdo € baseada na selecéo e treinamento de provadores com capacidade para discriminar
diferencas em propriedades sensoriais através de amostras de diferentes tipos de produtos especificos.
O desenvolvimento da ADQ consiste nas seguintes etapas, propostas por Stone e Sidel (1993):

Primeira etapa - Pré-selecdo dos provadores: também chamada de recrutamento, onde os futuros
provadores em potencial serdo contactados a fim de obter informacBes sobre eles, e fornecer
informacdes sobre o teste e o produto;

Segunda etapa — Selecéo dos provadores: os candidatos seréo selecionados através de trés etapas
bésicas de avaliagdo que incluem o uso e familiaridade com o produto, habilidade em discriminar
amostras diferentes e compreensao do método;

Terceira etapa — Desenvolvimento da Terminologia Descritiva: os pré-candidatos avaliam amostras
diferentes e verbalizam atributos para as sensacdes percebidas;

Quarta etapa — Treinamento dos Candidatos: é realizado com os produtos a serem analisados e
com matérias de referéncias, matérias-primas ou ingredientes individuais. Nesta etapa deve ser
explicado o significado de cada atributo e o0 uso da escala selecionada para expressar a intensidade de
cada atributo percebida no produto em andlise;

Quinta etapa — Avaliacdo do desempenho: os provadores serdo selecionados a partir da avaliacdo
individual de no minimo trés amostras com no minimo trés repeti¢cdes. Os provadores que conseguirem
discriminar as amostras, apresentarem boa reprodutibilidade e resultados consensuais serdo

selecionados;
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Sexta etapa — Teste sensorial: € recomendavel a condugédo das avaliagdes com réplicas, com
delineamento de blocos completos balanceados e com apresentagéo das amostras de forma monadica.

Concluidas as etapas da ADQ os dados devem ser tratados para determinacéo de médias e desvios
padrdo dos conjuntos de respostas obtidas para cada amostra e atributo. A determinacéo de diferencas
significativas entre amostras pode ser efetuada recorrendo a Analise de Varidncia e ao Teste de Tukey.

Sabor, aroma e textura sdo os aspetos importantes para qualificar e identificar os queijos. Estes
fatores resultam de transformagdes enziméticas, microbianas e quimicas, e portanto, é importante
combinar andlises fisico-quimicas, quimicas e microbiologicas dos queijos para entender melhor as
suas propriedades sensoriais.

Segundo Andrade (2006) as caracteristicas sensoriais do Queijo de Coalho variam de acordo com
o local em que ele é produzido e que 0 mesmo Queijo de Coalho produzido numa mesma regiao
apresenta variac@es entre as caracteristicas sensoriais percebidas pelos consumidores. A identificacdo
de caracteristicas sensoriais tem como finalidade formular um modelo de identidade e caracterizacédo
deste produto regional.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), o Queijo de Coalho deve
apresentar consisténcia dura ou elastica, textura compacta e macia, com casca branca amarelada
uniforme, sabor brando, ligeiramente &cido podendo ser salgado, odor ligeiramente &cido lembrando
massa coagulada, crosta fina e sem trincas, com a presenca de algumas olhaduras pequenas ou
mesmo sem olhaduras (SDA, 2001).

Queiroga et al. (2013) avaliou e comparou as caracteristicas sensoriais de Queijo de Coalho de leite
de cabra, Queijo de Coalho de leite de vaca e Queijo de Coalho misto (leite de cabra e vaca), através
de ADQ. O Queijo de Coalho de leite de cabra adicionado de leite de vaca melhorou a aceitabilidade
do produto, reduzindo o odor e o flavour do Queijo de Coalho de leite de cabra.

Perez (2005) avaliou o perfil sensorial, fisico-quimico e funcional do Queijo de Coalho industrial
comercializado em Campinas-SP, proveniente de todas as regides do Brasil. A andlise sensorial foi
realizada através da ADQ e teste de aceitacdo. A ADQ mostrou que as marcas analisadas
apresentaram perfis distintos com caracteristicas marcantes e bem definidas. Os provadores elegeram
0 Queijo de Coalho da marca C como o preferido por causa do sabor e aroma de manteiga,
caracteristica muito apreciada pelos consumidores do produto.

As caracteristicas sensoriais do Queijo de Coalho tém vindo a ser pesquisadas com o intuito de
identificar diferencas sensoriais entre 0s queijos que sdo produzidos com leite cru e pasteurizado.

Nassu e colaboradores (2004) verificaram a diversidade sensorial entre 20 amostras distintas de
Queijo de Coalho consumido em Fortaleza-CE. Cavalcante e colaboradores (2007) elaboraram Queijo
de Coalho a partir de leite pasteurizado, inoculado com um conjunto de estirpes de BAL isoladas a
partir de leite cru (Lactococcus lactis subsp. lactis e cremoris) e como resultado o produto apresentou
boa aceitacao pelos consumidores quando avaliado sensorialmente, o que demonstrou ser possivel
melhorar a qualidade microbiolégica do queijo e preservar as suas caracteristicas organoléticas.
Benevides et al. (2000) compararam sensorialmente o Queijo de Coalho produzido a partir de leite cru
(LC) com o produzido a partir de leite pasteurizado (LP), adicionado de um fermento comercial, apés

4, 30 e 60 dias de maturacao. De forma geral o Queijo de Coalho LC foi preferido. Quanto ao tempo de
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maturagcdo observou-se preferéncia pelo QLC-TR (Queijo de Coalho de leite cru, refrigerado) com
quatro dias de maturagdo, provavelmente devido ao hébito de consumir queijo recém-produzido.
Sant’Ana et al. (2013) avaliou as caracteristicas nutricionais e sensoriais do queijo Minas frescal feito
de leite de cabra, de vaca ou misto. A ADQ foi utilizada para avaliar o perfil sensorial com um painel de
10 provadores treinados. Apesar de apresentarem atributos semelhantes, as amostras diferiram em
flavour, aroma e cor. O Queijo de Coalho de leite de cabra apresentou uma cor branca mais intensa e
um flavour e aroma tipicos deste leite.

Segundo Andrade (2006) as caracteristicas sensoriais do Queijo de Coalho variam de acordo com
o local onde ele é produzido e com aspetos particulares do processo de produgéo uma vez que Queijos
de Coalho produzidos numa mesma regiao apresentaram variacdes das suas caracteristicas sensoriais
suficientemente grandes para serem percebidas pelos consumidores. Caridi et al. (2003) e Durlu-
Ozkaya et al. (2001) nas suas pesquisas procuraram informacdes sobre a microbiota natural de queijos
artesanais a fim de contribuir para a definicdo de um fermento latico que auxilie na padronizagdo de um
produto de qualidade e seguro, sem promover mudanc¢as fundamentais nas caracteristicas do mesmo.

Alguns estudos demonstram a existéncia de uma potencial relagdo entre microrganismos e a
producé@o de compostos, como acidos organicos e acidos gordos que interferem nas caracteristicas
sensoriais dos queijos, especialmente sabor e aroma, aumentando a aceitabilidade deste produto
(Queiroga, 2013; Alves, 2009; Viana, 2009; Perez, 2005).

O trabalho descrito neste capitulo teve como objetivo avaliar os componentes fisico-quimicos e o

perfil sensorial do Queijo de Coalho produzido na mesorregido da Paraiba, Nordeste do Brasil.

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Amostragem

As amostras de Queijo de Coalho utilizadas neste trabalho encontram-se identificadas na Tabela
2.2. As amostras foram recolhidas no periodo de junho/2013 a outubro/2014, no periodo da manha, em
queijeiras ou em locais que comercializam alimentos, acondicionadas em caixas isotérmicas e
transportadas para o Laboratorio de Analises de Matérias Primas Agropecuarias, da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Patos, Paraiba, Brasil.

Tabela 2.2: Regido, cddigo, cidade de origem, local de aquisi¢cdo e periodo de maturacdo do Queijo de Coalho
produzido no Sertéo da Paraiba, Nordeste, Brasil.

Regido Cdédigo Cidade de Recolha Local de aquisicdo Maturacéo (dias)

R1A1  S&o Bento Queijeira 03
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R1A2  St. Curralinho-S. Bento Mercado 03
C?{tgtl:i:o R1A3 St Olho d’Agua - Ct. Do Rocha Panificadora 06
R1A4  Jerico Queijeira 03
R2A1  Santa Helena Queijeira 02
R2A2  S&o José de Piranhas Queijeira 02
Cajazeiras
R2A3  St. Bartolomeu Mercado 05
R2A4  St. Vaca morta Mercado 03
R3A1  Paulista Mercado 02
R3A2 St Angico — Sao Bentinho Queijeira 03
Sousa
R3A3 St Borges Queijeira 02
R3A4 St Redencdo-Sousa Comércio 03
R4A1  Sao José de Espinharas Mercado 05
R4A2  St. Capoeira-Santa Terezinha Queijeira 02
Patos
R4A3  Cacimba de Areia Queijeira 05
RAAA St. Qachoelra -S. J. de Mercado 02
Espinharas
R5A1  Stdas Aguas — Coremas Frigorifico 05
R5A2  Olho D’agua Queijeira 01
Pianco
R5A3  St. Riacho do Boi - Emas Frigorifico 03
R5A4  St. Riacho dos carneiros — Pianc6 Frigorifico 05
R6A1  Itaporanga Mercado 01
R6A2  Pedra Branca Mercado 02
Itaporanga
R6A3  St. Do Agude-ltaporanga Frigorifico 05
R6A4  Serra Branca Mercado 03
R7A1  Desterro de Teixeira Mercado 03
R7A2  Mae D’agua Mercado 03
Teixeira
R7A3  Teixeira Supermercado 03
R7A4  St. Olho D’agua Mercado 01

2.2.2 Preparacgao das amostras

As amostras de Queijo de Coalho foram preparadas seguindo as orientagfes da Ref. 955.30 do

AOAC (1990). As amostras foram fatiadas e raladas num ralador de aco inoxidavel, armazenadas em

embalagens plasticas individuais, embaladas em papel aluminio e acondicionadas em refrigeracéo

(para andlise imediata) ou congeladas a -20°C (para andlise posterior).

2.2.3 pH
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A determinacao de pH foi realizada de acordo com Instituto Adolfo Lutz (1985) através da medicao
eletrométrica da atividade ionica do hidrogénio (H*) em meio aquoso. Este método foi realizado com

um potenciometro + elétrodo de pH da marca Hanna.

2.2.4 Acidez

A acidez dos queijos foi realizada através do método de titulacdo de acordo com Instituto Adolfo
Lutz (1985). A extracdo dos acidos sollveis das amostras de Queijo de Coalho foi realizada com agua
destilada aquecida (40 °C) e neutralizada até o ponto de equivaléncia com solucéo alcalina, utilizando
o indicador de cor fenolftaleina. O resultado da acidez foi expresso % (m/m) de equivalentes de acido

lactico.

2.2.5 Humidade

A humidade das amostras foi determinada pelo método gravimétrico de acordo com a AOAC (1990),
Ref. 948.12. Pesaram-se 2 a 3 g da amostra num recipiente com tampa, que foi posteriormente
colocado num forno de circulacdo forgada a 130 °C +/- 1 °C por aproximadamente 2h, com a tampa
aberta. Apés esse periodo, removeu-se do forno, deixou-se arrefecer em exsicador e pesou-se com a
tampa fechada, até peso constante. Os resultados estao expressos em % (m/m) da amostra em base

himida.

2.2.6 Cinzas

A determinag¢é@o de cinzas nas amostras de Queijo de Coalho foi realizada através do método
gravimétrico de acordo com a Ref. 935.42 da AOAC (1990). Pesaram-se 3 a 5 g da amostra num
recipiente, que foi aquecido em placa até calcinar a amostra; esta calcinacdo foi efetuada
progressivamente a temperatura moderada para evitar salpicos de gordura durante esse processo.
Quando se concluiu a calcinacdo, os recipientes foram colocados em mufla a 550 °C por um periodo
de 4 horas para completar o processo de oxidacdo da matéria organica. Em seguida os recipientes
foram retirados da mufla, arrefecidos em exsicador e pesados. Os resultados foram expressos em %

(m/m), numa base himida.

2.2.7 Proteina bruta

A determinagéo de proteina bruta foi efetuada por quantificacédo do azoto total nas amostras através
do método de Kjeldahl. A cerca de 2 g de amostra foram adicionados 0,7 g HgO ou 0,65 g de Hg
metalico, 15 g de K2SO4 em p6 ou Na2SO4 anidro e 25 mL de H2SO4 concentrado. Com o tubo de vidro
inclinado aqueceu-se lentamente até cessar a formacéo de espumas, levou-se a mistura a ebulicdo até
apresentar um aspeto claro e transparente sem sdlidos em suspensdo. Depois de arrefecer

adicionaram-se 200 mL de &gua, e quando a temperatura da solucdo atingiu valores inferiores a 25 °C
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adicionaram-se 25 mL de sulfureto ou tiosulfureto e homogeneizou-se; adicionou-se ainda um pouco
de zinco para evitar aquecimento excessivo durante a neutraliza¢éo, e de seguida adicionou-se NaOH
sem agitagdo (15 g de NaOH sdlido por cada 10 mL de H2SO4). O tubo contendo a mistura € colocado
no digestor sob condensacdo. Com a ponta do condensador imerso no acido e 5-7 gotas do indicador
no recetor, girou-se o tubo contendo a mistura, aquecendo todo o NHz até ficar digerido (origiando mais
de 150 mL de destilado). Posteriormente, removeu-se o recetor, lavando a ponta do condensador e
retirando o excesso de acido no destilado com NaOH padrao. O teor de proteina bruta foi calculado a
partir do teor de N total aplicando o fator de corregdo 6,38, conforme o IDF 25:2008, considerando que
a totalidade do azoto esta na forma proteica. Os resultados foram expressos em % (m/m), em base
hamida.

2.2.8 Gordura

A determinacao do teor de gordura foi realizada através do método do Butirometro de Gerber para
queijo de acordo com Instituto Adolfo Lutz (1985). A determinacdo baseia-se na separagdo e
guantificacdo da gordura do queijo, por meio do tratamento da amostra com acido sulfarico e &lcool
isoamilico utilizando o butirometro de Van Gulik para queijo e a centrifuga de Gerber. Os resultados

estdo expressos em % (m/m), em base humida.

2.2.9 Cloretos por volumetria

A determinacdo do teor de cloretos (NaCl) nas amostras de queijo foi realizado através da titulagéo
potenciométrica dos ides cloreto a partir do residuo mineral fixo (cinzas), de acordo com a metodologia
do Instituto Adolfo Lutz (1985). Os resultados foram expressos em cloretos, cloreto de sédio, % (m/m),

em base humida.

2.2.10 Andlise sensorial

Para efetuar a andlise sensorial do Queijo de Coalho artesanal foi aplicado o método de Anélise
Descritiva Quantitativa (ADQ).

A selecdo de candidatos para integrar o painel de provadores, comecou pelo preenchimento de um
questionario (em anexo) que ajudou a selecionar os possiveis provadores. Em seguida, esses
candidatos foram treinados utilizando uma escala linear ndo estruturada de valores e avaliacéo repetida
de padrdes estabelecidos para as referéncias que definem as classificaces de fraco e forte para cada
descritor, conforme o descrito na Tabela 2.3.

A andlise sensorial foi realizada em dois turnos, de manha e de tarde, em horarios pré-estabelecidos,
e cada provador avaliou quatro amostras por turno. Para cada amostra cada provador preencheu um
guestionario no qual atribuiu a cada descritor um valor discreto numa escala linear a qual correspondem

classificacBes que variaram de fraco a forte (em anexo).
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2.2.12 Andlise estatistica

Os dados obtidos nas andlises fisico-quimicas e sensoriais foram submetidos a uma analise
descritiva para avaliagcdo de médias e desvios-padrao e a analise de variancia (ANOVA) para verificar
se existem diferencas estatisticamente significativas entre médias. Para efetuar comparacdes multiplas
entre médias foi utilizado o Teste de Tukey com nivel de significancia de 5% (Leach, 1978). Foi ainda
efetuada a andlise do Coeficiente de Pearson entre as diferentes varidveis avaliadas, considerando
todas as combinagdes possiveis de duas variaveis independentes. Todos os célculos relativos a anélise

estatistica foram efetuados com recurso ao programa SPSS, versao 23 (IBM Analytics).

Tabela 2.3: Descritores e padr@es utilizados na analise quantitativa descritiva do Queijo de Coalho produzido na
Paraiba, Brasil. (Fonte: Adaptado de Perez, 2005)

Descritores Definicdo Referéncias
< Cor Descreve a cor branco-amarelada, caracteristica Fraco: ricota da marca Isis;
o amarelada  do Queijo de Coalho, similar a cor da gordura do  Forte: queijo Minas Padrédo
zZ leite
wl
% Molhada Descreve o aspeto de uma superficie himida, Fraco: Ricota da marca Isis;
% com presenca de liquido sob o queijo. Forte: queijo Minas Frescal
Queijo Descreve aroma caracteristico da massa do Fraco: nenhuma;
fresco queijo recém-coagulada Forte: queijo Minas Frescal
< Acido Descreve aroma caracteristico da presenca de Fraco: nenhuma;
g acido latico no queijo como resultado da Forte: iogurte natural desnatado
E fermentacao da lactose marca Cariri
Manteiga Descreve aroma caracteristico da presenga de Fraco: nenhuma;
manteiga no produto Forte: Manteiga extra marca
Itacolomy
Queijo Descreve sabor caracteristico dos queijos recém-  Fraco: nenhuma;
o Fresco fabricados, sem maturagéo Forte: queijo Minas Frescal
o
< Manteiga Descreve sabor caracteristico de manteiga no Fraco: nenhuma;
n queijo Forte: Manteiga extra marca
Itacolomy
Salgado Descreve o gosto caracteristico produzido pela Fraco: nenhuma;
presenca de substancia salgada como cloreto de Forte: imersdo do Queijo de
o sodio Coalho da marca Isis em
8 salmoura a 20% por 2:30h
% Acido Descreve 0 gosto primario produzido pela Fraco: nenhuma;

presenca de substancias acidas como o &cido
citrico

Forte: queijo tipo Cottage

(Tabela 2.3 continuagéo)

Maciez
<

TEX
TUR

Descreve a propriedade da textura relacionada a
uma baixa resisténcia ao mastigar

Fraco: queijo Parmesdo faixa
azul;
Forte: queijo Minas padrao
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Borrachoso Descreve a propriedade da textura que se parece Fraco: queijo Minas padrao;
com borracha, elastico, podendo emitir sons Forte: balas de gelatina.
(“cantar”) ao mastigar e precisa de muitas
mordidas para ficar pronto para engolir.
Seco Descreve a propriedade da textura em relacdo a Fraco: queijo Minas frescal;

percecao da quantidade de liquido absorvido ou
liberada do produto

Forte: queijo Parmesdo faixa
azul.

2.3 Resultados e discussao

A determinacéo dos locais de recolha das amostras encontra-se distribuido no mapa da mesorregiao

Sertdo do Estado da Paraiba, Figura 2.1. Os municipios onde foram realizadas as recolhas das

amostras de Queijo de Coalho, agrupados nas diferentes microrregides a que pertencem, estao

marcados com dois nimeros que indicam a microrregido (o primeiro nimero) e a cidade (o segundo

namero).

Legenda:

R1:
R2:
R3:
R4:

R5:

R6:
R7:

Catolé do Rocha
Cajazeiras
Sousa

Patos

Piancé

Itaporanga
Serra do Teixeira

11-S&o Bento; 12-St. Curralinho; 13-St. Olho d’Agua; 14-Jerico

21-Santa Helena; 22-S.J. de Piranhas; 23-St. Bartolomeu; 24-St. Vaca Morta
31-Paulista; 32-St. Angicos; 33-St. Borges; 34-St. Redencao

41-S. J. Espinharas; 42-St. Capoeira; 43-Cacimba de Areia; 44-St. Cachoeira
51-St. Das aguas; 52-Olho d’Agua; 53-St. Riacho do Boi; 54-St. Riacho dos

Carneiros

61-ltaporanga; 62-Pedra Branca; 63-St. Acude; 64-Serra Branca
71-Desterro de Teixeira; 72-Mae d’Agua; 73-Teixeira; 74-St. Olho d’Agua-Teixeira

Figura 2.1: Mesorregido do Sertdo do Estado da Paraiba indicando os locais de recolha das amostras de Queijos
de Coalho, no periodo de junho/2013 a outubro/2014. (Fonte: Dados do autor, 2015.)

Os queijos incluidos neste estudo foram, numa primeira fase, caracterizados quanto as suas

propriedades fisico-quimicas (acidez, pH, humidade, proteina bruta, gordura bruta, teor de cinza e teor
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de cloretos) e quanto a pardmetros sensoriais (aparéncia, aroma, sabor, textura) de forma a determinar
as propriedades organoléticas e caracteristicas gerais dos queijos selecionados e avaliar a existéncia
de correlagcbes entre estas propriedades e a microrregido e regido de producdo ou o tempo de
maturacdo do queijo.

As caracteristicas fisico-quimicas (acidez, pH, humidade, proteina bruta, gordura bruta, teor de cinza

e teor de cloretos) dos queijos amostrados séo apresentadas na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4: Média e desvio-padrdo dos parametros fisico-quimicos: pH, acidez, humidade, proteina, gordura, cinzas e cloretos dos Queijos de Coalho produzidos nas
microrregifes do Sertdo da Paraiba.

REGIOES AMOSTRAS pH ACIDEZ* HUMIDADE PROTEINA GORDURA CINZAS CLORETOS
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Sdo Bento (R1AL) 560,049  0,1%0,009M 42,840,129 2350234  33,0:0,0°  4,3:0,039M  1,6:+0,23%de
E g5 Sitio Curralinho (R1A2) 6,140,029  0,130,00°  364:036%°  264+032° 32,30,57% 4,430,039  1,430,03%cde
se < Sitio Olho ¢’Agua (R1A3) 56:0039  02:0,00"  344:1,02°  244$0,20" 34,840,280 4,6+0,04"k  1,6+0,03%0!
Jerico (R1A4) 50:0,01° 0,130,019  36,2+0,59%°  256+0,21°  36,0+0,0°  4,8+0,154™  2,0+0,04/Mi
Santa Helena (R2A1) 6,510,068  0,1£0,02%%  354+1,12%  26,240,14° 32,000 4,940,047 2,140,069
g o SfoJdosedePranhas (RA2) g 1i00100 0,240,000  38.9:066% 2551037  350:0,0°  49:0,088"  2,2:0,00K
SE  sito Bartolomeu (R2A3) 6,1£0,01"  0,1:0,019"  488:0,121  22,0:0029  350+0,0°  4,4+0,04%%  2,3+0,01M
° Sitio Vaca Morta (R2A4) 6,2¢0,02"  0,10,01%  46,3t0,09%  234:0,16  30,0:0,0°  4,5¢0,019M  2,1+0,010M
Paulista (R3A1) 6,0:0,05  0,1#0,01°%  455:1149 22,840,141  37,0:00'  52$0,15" 2,840,044
5 o Sitio Angico (R3A2) 53£0,03b°  0,3#0,01"  40,80,30°€%0  24,0+0,08™ 32,6+0,57% 4,6:0,07"K  2,4+0,04%
§S  Sitio Borges (R3A3) 6,3£0,081  0,1$0,01%%  49,1#0,111  22.8+0,101  350£0,09 450,130 2,040,040
Sitio Redencao (R3A4) 6,2¢0,03"  0,1#0,00°  38,1:0,07%%  23240,17K  34,3%0,57¢ 4,1%0,06°"  1,240,0%
Sdo Jose de Espinharas (RAAL) g 5.00100 0,120,010 44,940,200 22,4%0,049  350:00°  5,6:0,19™  3,1%0,08
g SioCapoera (RaAz) 6,410,14K 0,130,009  41,5:0,64%c0h 22,840,141  30,0:0,0°  34£0,03%°  1,0£0,042
§E  Cacimba de Areia (R4A3) 570,02  02£001™  47,1:044"  216:011°  350£00° 3,5¢0,14%  1,9+0,03%n
Sitio Cachoeira (R4A4) 570,04°  02$0,00" 5324021 22,240,069 37,0:0,57"  3,0£005 0,940,012
Sitio das Aguas (R5A1) 6,0£0,04'  0,10,00®  453%0,509"  23,1#0,06K  36,00,0°  540,19™  1,9+0,01¢0M
% g  OhodAgua(RsA2) 6,110,049  0,10,00° 47,4058  20,4:023°  350£0,09  4,6+0,01Mk 1,8+0,0200efh
- Sitio Riacho do Boi (R5A3) 5,6£0,05¢  0,1#0,02060  424#0,17%%0h  212+0,10%  350#0,0¢  50#0,15¢  2,10,039"
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(Tabela 2.4 continuagéo)

% g fété%f)ia‘:ho dos Cameiros 58+0,02¢  0,1#0,02"k  43,9+026°h  234#0,05¢  34,3:057¢  58+0,64"  1,7+0,02¢dfn
o

ltaporanga (R6A1) 4740012  05:0,02°  43,8:0,34%6h  247+007™  36,0:0,0°  3,0¢0,07%  0,9+0,02%fani
% o edraBranca (REAZ) 5,5:0,020  0,1£0,01M  41,1#0,18%%6h  19,0:0,220  35,00,00  4,3:0,17%%  1,3%0,02
2% sitio Acude (R6A3) 541006  010,01M  435:0,33%0 23430234  33,0:0,0°  4,740,28%  1,9£0,02°0M
N Serra Branca (R6A4) 550,019 0,240,018  37,4%0,10%  22,1+0,02"  37,0¢0,0' 3,8+0,09%e 1 1+0,04%

Desterro de Teixeira (R7A1) 5 4,003c  0,140,00M  456:0229  20,5:0,03"  36,0:0,0°  4,00,15%48  2,4+0,03k
§ £ Mae d'Agua (R7A2) 524¢0,01°  0,2¢t0,01K  473%046%  22,5:0,06"  36,0:0,0°  3,8+0,00%  2,0+0,02%hi
ga & Tekera(RIAY) 6,0£0,04% 0,130,000  472+0,16"  254+0,08°  36,0:00° 3,6+0,03"%  1,8£0,95%

Sito  Olho  d'Agua-Teixeira 51,0004 14000  44,140,50560 21,060,040 32,350,57% 4,1£0,08%0"  2,4+0,08k

(R7A4)

* 9% de acido lactico

As médias classificadas com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferengas significativas (p<0,05).
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Os valores médios encontrados para a acidez titulavel, expressa em% (m/m) de equivalentes de
acido latico, variaram de 0,1% (microrregido de Piancd) a 0,5% (microrregido de Itaporanga) mas foram
geralmente baixos, 0 que é expectavel dado que séo queijos artesanais que nao sofreram adicédo de
fermento lactico e com um baixo tempo de maturacao (Perez, 2005). Sé duas amostras apresentaram
valores superiores a 0,2% e apenas uma amostra apresentou acidez superior a 0,4%. O valor minimo
foi muito abaixo comparativamente aos relatados na literatura e a acidez encontrada para a maior parte
das amostras situa-se na gama baixa dos valores obtidos por outros autores para este tipo de queijos.
Perez (2005), relativamente a amostras de Queijo de Coalho industrializado, obteve valores de acidez
na gama de 0,2% a 0,5%, enquanto Silva et al. (2010) obteve valores de acidez de 0,3 a 0,4%, para
Queijo de Coalho de Alagoas. No entanto, Freitas (2011), ao estudar o Queijo de Coalho da Paraiba,
encontrou valores de acidez que variaram entre 0,2 e 0,8%, atingindo, portanto, um valor maximo
superior aos anteriormente citados. A ocorréncia de niveis elevados de acidez pode estar associada a
tempos de maturacdo longos ou a uma ma qualidade do leite utilizado, quer por refrigeracao
inadequada, quer como consequéncia de doenca das vacas produtoras, como é o caso da mastite.

O pH é considerado importante na caracterizagdo de queijos, devido a sua influéncia na textura,
atividade microbiana e no processo de maturacdo, ja que as rea¢gbes quimicas e a atividade da
microbiota dependem do pH. Os valores de pH encontrados nas amostras pesquisadas variaram entre
4,7 (microrregido de Itaporanga) e 6,5 (microrregido de Cajazeiras). Para além da amostra R6A1 que
apresentou o valor médio de 4,7, todas as restantes amostras, incluindo as da microrregido de
Itaporanga apresentaram valores médios de pH superiores a 5,0, ou seja, tal como ja verificado com o
parametro acidez, os queijos analisados apresentam concentragfes relativamente baixas de &cidos
organicos livres, o que é tipico de tempos de maturacdo baixos, mas constitui também um parédmetro
indicativo da boa qualidade do leite utilizado no processo produtivo (Perez, 2005). Segundo Freitas
(2011), os valores de pH das amostras de Queijo de Coalho da Paraiba variaram de 4,8 a 5,6. Andrade
(2006), na sua pesquisa com Queijo de Coalho artesanal e industrializado do Ceara encontrou valores
de pH para Queijo de Coalho artesanal que variaram de 5,2 a 6,3.

A variagdo nos valores de acidez e pH entre queijos pode também ocorrer devido a diferengas na
composicao da matéria-prima e do processo de fabricagdo dos mesmos, entre regides, estados e no
mesmo estado e entre microrregides diferentes, interferindo desta forma nas caracteristicas finais
destes queijos (Andrade, 2006).

De acordo com a Instrucdo Normativa (IN) N° 30, Anexo I, que trata do Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Queijo de Coalho (SDA, 2001), este queijo deve ser de média a alta
humidade, apresentando um teor de gordura nos soélidos totais variando de 35,0 a 60,0%. No entanto,
este regulamento ndo estabelece padrées para os demais parametros fisico-quimicos devido a
auséncia de uma padronizacdo no processo de producéo deste queijo (Freitas, 2011).

O teor de humidade das amostras analisadas nesta pesquisa variou entre 34,4% (microrregido de
Catolé do Rocha) a 53,2% (microrregido de Patos). O valor minimo encontrado nesta pesquisa ficou
abaixo do que determina a Portaria N° 146/1996 do MAPA, que estabelece como queijo de média a
alta humidade valores entre 36,0 a 54,9%, no entanto a maior parte das amostras situaram-se nesta

gama. Como a maior parte das amostras incluidas neste estudo tinham tempos de maturacgéo inferiores
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a 5 dias, seria de esperar que os teores de humidade fossem relativamente elevados. Por outro lado,
um valor elevado de humidade reflete também as caracteristicas especificas do processo de produgéo
nomeadamente o tempo de prensagem e a pressao aplicada durante esta etapa.

Os valores de gordura encontrados na analise das amostras desta pesquisa variaram de 30,0%
(microrregides de Patos e Cajazeiras) a 37,0% (microrregides de Sousa e ltaporanga). Esta gama de
valores é ligeiramente superior a encontrada por outros autores em Queijo de Coalho da Paraiba que
variaram de 19,04 a 25,38% (Freitas, 2011). Silva (2012), avaliando Queijos de Coalho produzidos na
regido Agreste de Pernambuco encontrou resultados um pouco mais elevados que variaram de 21,25
a 29,9%.

A legislacédo vigente no Brasil que estabelece os padrées para classificacdo dos produtos de origem
animal é a Portaria N° 146, de 07 de marco de 1996, do Departamento de Inspecéo de Produtos de
Origem Animal do MAPA, que estabelece como base o conteldo de matéria gorda no extrato seco
(GES) (MAPA, 1996). No entanto, a maioria das pesquisas realizadas apresentam os resultados de
teor de gordura em matéria himida. A Tabela 2.5 apresenta o resumo das amostras de Queijos de

Coalho artesanais produzidos no Sertdo da Paraiba e sua classificag&o.

Tabela 2.5: Classificacdo das amostras de Queijo de Coalho artesanal produzidos no Sertéo da Paraiba, de acordo
com o contetudo de matéria gorda no extrato seco (GES).

Queijo de Coalho

Classificagcé@o de acordo com o teor de gordura no extrato seco (%)*

N° de amostra (%)
Extra Gordo (minimo de 60%) 14 50,0
Gordo (entre 45,0 e 59,9%) 14 50,0

*Gordura no extrato seco (GES) calculado pelo quociente do teor de gordura em matéria himida pelo Extrato Seco Total (EST)
multiplicado por 100.

De acordo com os resultados do GES, o Queijo de Coalho artesanal pode ser classificado em extra
gordo a gordo, apresentando-se em desacordo com a IN n® 30/2001 (SDA, 2001) que classifica o Queijo
de Coalho como de “gordo” a “semi-gordo”, com o teor de gordura no extrato seco entre 35 a 60%.
Assim, dezoito das amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido na Paraiba e analisadas neste
trabalho podem ser classificadas como queijos “semi-gordos”, mas 11 amostras apresentam um teor
de gordura inferior ao valor minimo de 35% pelo que ndo podem ser classificadas dessa forma. Esta
variacdo no teor de gordura foi relatada noutros trabalhos, como Nassu e colaboradores (2003,)
caracterizando queijos regionais e de manteiga produzido no Rio Grande do Norte constataram que
cerca de 36% das amostras de Queijo de Coalho eram classificados como gordo e cerca de 63% como
“semi-gordo”.

Diferengas na composi¢do da matéria-prima utilizada e variagcdes no processo de fabricacdo do
Queijo de Coalho podem justificar estas oscilacdes. Segundo Nassu e colaboradores (2006), a
formacdo e a manipulacdo da coalhada durante o processamento e o tempo de prensagem afetam a
retencdo da gordura e humidade, que diferem muito entre produtores. Por outro lado, o teor de gordura
de um queijo depende fundamentalmente do teor de gordura do leite utilizado na sua producéo, que
por sua vez depende fortemente do estado fisioldgico da vaca e da sua alimentacdo. Os valores

relativamente baixos de gordura encontrados neste trabalho, bem como na literatura, para Queijos de
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Coalho e outros queijos artesanais podem refletir uma tendéncia para uma diminuicdo no teor de
gordura do leite produzido nessas regides.

Os valores médios de proteina das amostras de Queijo de Coalho pesquisadas variaram de 19,0%
(microrregido de Itaporanga) a 26,4% (microrregido de Catolé do Rocha). Resultados semelhantes
foram encontrados no Queijo de Coalho do Rio Grande do Norte (Nassu et al., 2003) e da Paraiba
(Freitas, 2011). Silva (2012), encontrou resultados inferiores, com média de 18,6% para proteina. No
entanto, Silva et al. (2010) pesquisando a influéncia da fabricacdo nas caracteristicas fisico-quimicas
do Queijo de Coalho do Sertdo de Alagoas, encontrou resultados superiores aos desta pesquisa, com
média de 28,65%. Tal como o teor de gordura, o teor de proteina do leite é fortemente influenciado
pelas caracteristicas genéticas e fisiolégicas da vaca, mas também por fatores ambientais como
alimentacdo, temperatura ambiente, etc. (Peres, 2001; Noro et al. 2006; Geissler e Powers, 2010).
Assim, observa-se uma gama de variacdo deste parametro tanto neste trabalho como nos resultados
encontrados na literatura, o que reflete esta multiplicidade de fatores que afetam a producéo deste
componente nutricional do leite e que se refletem posteriormente na composicdo dos queijos dele
derivados.

Os teores meédios de cinzas e cloretos variaram de 3,0% (microrregides de Patos e Itaporanga) a
5,8% (microrregido de Piancd) e de 0,9% (microrregifes de Itaporanga e Patos) a 3,1% (microrregido
de Patos), respetivamente. O teor de cinzas é naturalmente muito afetado pelo teor de cloretos e este
ultimo depende principalmente do processo de producdo, uma vez que se trata de um elemento
adicionado durante a fabricacdo do queijo e em quantidades geralmente superiores a totalidade dos
restantes componentes minerais do queijo. Este caracter processual do teor de cloretos esta
evidenciado no facto de dois queijos da mesma regido (Patos) apresentarem os valores maximo e
minimo deste parametro, independentemente das possiveis semelhan¢as na matéria-prima utilizada.
Andrade (2006) e Nassu et al. (2003) encontraram resultados similares no Queijo de Coalho produzido
no Cearda e no Rio Grande do Norte. No entanto, Silva et al. (2010) encontrou resultados superiores no
Queijo de Coalho produzido em Alagoas, para ambas as variaveis, que oscilaram entre 3,4 % e 3,7
para cinzas e 3,3 % a 5,5% para cloretos. A auséncia de legislacdo que estabeleca limites para os
parametros fisico-quimico analisados nesta pesquisa, atesta a falta de padronizacéo no processo de
producdo de queijos artesanais no Brasil. Os sais sdo fundamentais no processamento do queijo,
determinando a qualidade do corpo e sua firmeza e influenciando também o rendimento do processo
(Freitas, 2011). O cloreto de sédio adicionado ao queijo também exerce uma funcdo de seguranca,
combatendo o crescimento da populagdo microbiana. No entanto, a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) orienta uma redugdo no consumo de sal, para atingir uma meta de 5 g de sddio por dia. No
Brasil, o Ministério da Saude determinou a reducao do teor de sal em alguns produtos, inclusivamente
nos produtos lacteos. O Informe Técnico N° 50/2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) identificou variacdes elevadas do teor de sal em alguns tipos de queijos, sugerindo com isso
a possibilidade da reducdo na quantidade de sédio sem interferir no sabor desses produtos (ANVISA,
2012). No entanto, a auséncia de registo e controlo na producao dos Queijos de Coalhos nos varios
estados surge como uma limitacdo na regulamentacdo deste produto, que é bastante apreciado e

difundido em todas as regifes do pais (Felicio et al., 2013).
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Efetuou-se também o célculo das médias e desvios padrdo dos parametros fisico-quimicos dos
Queijos de Coalho produzidos no Sertdo da Paraiba, agrupados por regido, de forma a avaliar
semelhancas e diferencas entre regies e avaliar a existéncia de alguma homogeneidade de
propriedades fisico-quimicas entre os queijos produzidos mesma regido (Tabela 2.6).

Ao calcular valores médios dos parametros em estudo para diferentes queijos da mesma
microrregido diluem-se algumas das suas diferencas individuais, mas podem detetar-se algumas
tendéncias regionais. Apesar de o nimero de amostras por microrregido ser reduzido, a comparagéo
de médias tendo em consideracdo o respetivo desvio-padrao, permitiu identificar algumas diferencas
significativas, como por exemplo, a microrregido de Itaporanga cujos queijos apresentam o menor valor
médio de pH e maior valor médio de acidez com diferencas significativas para a microrregido de
Cajazeiras que apresenta o maior valor médio de pH e o menor valor médio de acidez.

Os queijos da regido de Patos apresentaram o maior valor médio do teor de humidade (46,7%)
significativamente superior ao teor de humidade dos queijos da regido de Catolé do Rocha (37,5%).

Os queijos das regifes R1, R2 e R3 apresentaram os teores médios mais elevados de proteina
sendo no caso da regido R1 (Catolé do Rocha) significativamente superior aos teores médios de
proteina dos queijos das regi6es R4 a R7. Sabendo-se que o teor de proteina do leite € bastante
influenciado por circunstancias genéticas e fisioldgicas dos animais produtores bem como pelas
condicbes ambientais, esta observacdo pode traduzir uma tendéncia dos rebanhos de vacas das
microrregides mais a norte, ou ser o reflexo de condi¢8es climéaticas distintas.

Para alguns par@metros avaliados (gordura e cloretos) ndo se encontraram diferengas significativas
entre as médias das varias microrregides o que indica que as diferengas entre estas médias sédo da

mesma ordem de grandeza que o respetivo desvio-padréo
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Tabela 2.6: Médias e desvios-padrao das propriedades fisico-quimicas dos Queijos de Coalho produzidos no Sertdo da Paraiba por regido de producao.

REGIOES oH ACIDEZ HUMIDADE PROTEINA GORDURA CINZAS CLORETOS
(% de ac. latico) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
Catolé do Rocha (R1)  5,8+0,22° 0,1+0,05% 37,543,382 25,0+1,18¢ 34,0+1,542  4,5+0,23ac 1,6+0,272
Cajazeiras (R2) 6,3+0,15¢ 0,140,042 42,3+5,673¢ 24 .2+1,75°  33,0+2,222 4,7+0,24b¢ 2,240,082
Sousa (R3) 6,0+0,42b¢ 0,1+0,08% 43,4+6,19°  23,2+0,53%¢  34,8+1,662 4,6+0,44b¢ 2,140,622
Patos (R4) 6,0+0,31b¢ 0,2+0,07% 46,7+4,49° 22,310,482  34,3+2,812 3,9+£1,082 1,7£0,942
Pianco6 (R5) 5,9+0,21b¢ 0,140,032 44,7+1,93b¢ 22,041,332 35,1+0,672 5,2+0,55°¢ 1,940,172
Itaporanga (R6) 5,340,372 0,2+0,14b 41,4+2 6720 21,642,732 35,311,542 4,0£0,61% 2,040,772
Serrado Teixelra g5 7.041% 012003 46,1:142  224+197%  351+1682 3,040,228  2,0£0,632

(R7)

As médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas (p<0,05).
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2.6, é possivel fazer uma caracterizagdo das
amostras por microrregido, encontrando algumas tendéncias distintas. A microrregido de Catolé do
Rocha apresentou os menores valores médios de humidade e cloretos, com 37,5% e 1,6%,
respetivamente, sugerindo que estes queijos sdo menos salgados quando comparados com as demais
regides. Por outro lado, o seu teor de proteina foi o mais alto, com um valor médio de 25,0% e desvio-
padrdo de 1,18, o que € um indicador positivo de valor nutricional.

O valor médio do teor de gordura dos Queijos de Coalho produzidos em Cajazeiras € mais baixo
(33,0%), que os valores registados para as restantes regides, apesar de ndo serem significativamente
inferiores. Esta regi@o produz também alguns dos queijos com teor de sal mais elevado, o que contribui
para o valor médio relativamente elevado deste pardmetro (2,2%).

A microrregido de Patos apresenta valor médio elevado de humidade 46,7% e o menor valor de
cinzas com 3,9%.

As amostras de Queijo de Coalho analisadas da microrregido de Itaporanga apresentaram menor
pH e maior acidez, 5,29 e 0,22 % de &cido lactico, sugestivo de queijos frescos, mas também o menor
teor de proteina (21,6 %).

Estas variag6es séo reflexo da interferéncia de inUmeros fatores divididos da seguinte forma:

1- Animal e manejo: raca, alimentacdo e composi¢cdo da matéria-prima;

2- Processamento: modo de fabricacdo, espécies de cultura latica, tempo de maturacdo e

armazenamento.

A variagdo na composi¢do dos Queijos de Coalho também foi verificada noutros Estados do
Nordeste e de todo o Brasil (Perez, 2005; Carvalho, 2007; Nassu et al., 2006).

A Tabela 2.7 apresenta as médias e desvios-padrdo dos resultados fisico-quimicos por dias de
maturagdo dos Queijos de Coalho produzido na Paraiba, Brasil.

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo de Coalho (MAPA,
1996), o Queijo de Coalho normalmente é consumido com até 10 (dez) dias de fabricacédo, sendo
considerado um queijo fresco. Apesar do reduzido numero de dias, observou-se que ocorreram
diferencas significativas, com um nivel de 5%, entre médias de pH, acidez, humidade e cinzas. Os
valores de pH variaram entre 5,4 a 6,1 0 que atesta que s&o queijos frescos. Analisando as diferencas
quanto ao numero de dias, os queijos com 1 dia de fabricacdo apresentaram uma média do pH
significativamente mais elevada que os demais dias. Resultados semelhantes foram obtidos por
Carvalho (2007) e Sena et al. (2000), com Queijo de Coalho do Ceara e Recife, respetivamente.
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Tabela 2.7: Médias e desvio-padrdo das propriedades fisico-quimicas por dias de maturagdo dos Queijos de Coalho produzido na Paraiba, Nordeste, Brasil.

wcio P gedess  TGNPRE ToEM G e S
1 DIA 5,4+0,612 0,2+0,17° 42,8+4,38° 22,041,442 36,0+0,872 3,940,582 1,6+0,372
2 DIAS 61+0,35P 0,1+0,062 43,5+6,66° 22,8+2,752 34,5+£2,502 4,340,802 2,0+0,822
3 DIAS 5,840,352 0,1+0,032 42,2+4,22b 23,3+2,082 34,611,582 4,310,443 1,8+0,542
5 DIAS 5,940,332 0,1+0,062° 45,1+2,35P 22,940,812 33,941,852 4,8+0,75b 2,240,412
>5 DIAS 5,610,032 0,2+0,002° 34,4+1,022 24,410,202 34,8+0,292 4,610,052 1,6+0,042

As médias classificadas com letras diferentes na mesma coluna, apresentam diferengas significativas (p<0,05)
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A acidez titulavel variou entre 0,1 a 0,2 %, expressa em %(m/m) de equivalentes de &cido lactico.
Carvalho (2007) encontrou resultados semelhantes, detetando uma acidez média de 0,24%. Entretanto,
Andrade (2006) encontrou acidez média de 0,42 % em amostras de Queijo de Coalho produzido no
Ceara. Neste trabalho, ndo se observou uma relagéo entre os dias de maturacao e a acidez, decorrendo
as diferencas observadas das caracteristicas individuais dos queijos. Estas variacdes no teor de acidez
podem, como ja foi referido, resultar de caracteristicas distintas do leite utilizado na fabricacdo do
gueijo, mas também da acdo enzimatica das bactérias lacticas, naturalmente presentes em queijos
fabricados com leite cru (Beresford et al., 2001).

A humidade das amostras de Queijo de Coalho em fungdo do nimero de dias de fabricagao variou
de 45,0 % a 34,9 %, sendo este Ultimo valor observado nas amostras com mais de cinco dias de
fabricacdo e significativamente inferior as restantes médias. Silva et al. (2010) encontraram valores
médios maiores para humidade nas amostras de Queijo de Coalho de Alagoas.

Os valores médios para cinzas variaram de 3,9 %, nos queijos com um dia de maturacéo, a 4,8 %,
nos queijos com mais de cinco dias de maturagédo. Neste pardmetro, a média aumentou em fungéo do
namero de dias de fabricacdo. Pesquisando sobre queijos regionais no Rio Grande do Norte, Nassu et
al. (2006) encontraram valores médios semelhantes, enquanto Silva et al. (2010) encontraram valores
médios abaixo em Queijo de Coalho do Sertéo de Alagoas.

De forma a completar o processo de caracterizagdo dos queijos incluidos neste estudo procurou-se
avaliar as suas caracteristicas organoléticas e demonstrar que se integram nos padrdes reconhecidos
para o Queijo de Coalho (SDA, 2001). Os atributos como cor, aparéncia, aroma, sabor e textura dos
Queijos de Coalho produzidos no Sertdo da Paraiba foram avaliados através da Analise Descritiva
Quantitativa (ADQ) por um painel formado por quinze (15) provadores treinados, composto por
funcionérios publicos e alunos da UFCG, com idade entre 20 a 55 anos, incluindo seis homens e nove
mulheres, com nivel de escolaridade desde o ensino secundério ao ensino superior. A Tabela 2.8

apresenta os resultados da analise sensorial desses queijos.
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Tabela 2.8: Média e desvio-padréo dos atributos da analise sensorial dos Queijos de Coalho produzido na Paraiba, Nordeste, Brasil.

Reqiso CO(?;QO Cor Aparéncia gruoerir)g Aroma Aroma 332?{) Sabor Sabor Sabor Textura Textura Textura Seca
g amarelada Molhada J Acido Manteiga J Manteiga Salgado Acido Macia Borrachosa
Amostra Fresco Fresco
R1A1 3,2+1,4% 6,9+1,6° 5,1+2,8?2 4,7+2,82 2,741,92 5,0+2,52 2,6+1,92 4,041,630 3,942,682 6,1+2,52 4,242 72 2,2+1,62
R1 R1A2 5,9+2,0% 5,2+2,20bcde 6,0+2,42 4,3+3,0a 4,3+3,42 4,412 42 3,242,52 3,241,723 3,14+2,22 4,1+2,02 6,3+2,4° 4,2+2,3abcd
R1A3 4,7+2,6%°¢ 5,142, 63bcde 4,7+2,82 5,3+2,82 3,3+2,22 4,742,223 3,242,42 3,9+1,82b 4,442 78 4,6+2,42 4,8+3,0® 4,0+2,2abcd
R1A4 5,7+2,2 4,442, 43bcde 4,7+2,42 4,612,223 3,3+1,92 3,7+£2,0° 3,6+2,62 4,942, QPedef 3,8+2,2abc 4,3+2,52 5,3+2,3% 4,7+1,9abcd
R2A1 5,5+2,7% 2,1+1,22 4,7+2,32 4,7+2,62 4,6+2,92 5,1+1,82 4,742, 72 4,622, 430cdef 3,9+2,582b¢ 3,9+2,32 5,5+2,62° 5,8+2,3¢
R2 R2A2 5,2+2,8™ 2,7+1,6% 4,3+2,32 4,8+2,02 4,5+3,0% 4,8+1,72 4,8+1,72 5,5+1,8%f 5,241,923 4,1+2,32 4,942, 32 5,3+2,5%
R2A3 4,2+2,43c 6,3+2,3% 6,6+1,62 5,0+2,3?2 3,442,123 5,84+2,42 3,3+2,62 5,5+2,1°df 4,942, 32¢ 5,742,323 4,2+2 52 3,2+2,22bcd
R2A4 4,9+2,0% 5,5+2,1bcde 4,5+2,72 4,9+2 52 3,1+2,22 4,5+2,32 3,5+2,42 4,3+1,930cde 3,3+1,7% 4,5+2,72 4,342 52b 3,942,030
R3A1 4,1+2,5%° 5,9+2,3% 5,2+2,32 4,6+2,52 3,5+2,82 4,9+2 52 4,1+2,82 5,8+2,0°0¢f 3,4+2,0%® 6,3+2,22 3,3+1,9% 3,4+1,62
R3 R3A2 4,142,330 3,3+2,18¢ 4,5+2,62 5,9+2,32 4,1+2,82 4,0+2,32 3,5+2,0° 4,3+2 4bcde 6,424 4,5+1,82 4,3+1,82° 5,0+2,4°d
R3A3 3,1#2,1% 5,5+2,6°d 5,5+2,52 4,3+2,32 3,3+2,32 5,742,82 3,1+2,12 3,8+1,8% 3,5+2,0%® 5,8+2,62 3,041,92 2,941,623
R3A4 4,8+2,1° 4,542, 3bcde 4,242,52 3,442,42 4,5+2,42 4,7+2,62 4,7+2,62 2,0+1,07 3,0+2,0? 4,9+2,32 4,542 42b 3,8+2,2abcd
R4A1 6,2+2,2° 5,1+1,93bcde 5,1+2,92 5,4+2,52 4,9+2,52 4,0+2,42 4,5+2,62 7,1+2,3f 4,942 62 5,1+2,32 5,0+2,62° 4,3+2 420
R4 R4A2 3,4+1,7%° 6,1+2,5% 6,2+2,52 4,1+2,62 3,5+2,62 6,1+2,82 3,742,62 3,3+2,38b¢ 2,942,12 6,3+2,72 3,442,420 2,4+1,2%
R4A3 3,6+2,33¢ 5,0+2,2¢de 6,1+2,42 4,8+2,82 3,5+2,52 5,8+2,72 4,0+2,42 6,7+2,6° 5,1+2 52 5,0+£2,52 4,7+2,52 4,3+2,320cd
R4A4 3,6+1,73° 6,3+1,9% 5,5+2,92 4,1+2,62 3,742,32 5,5+2,72 3,242,42 2,1+41,52 2,841,92 4,3+2,12 4,942 12 3,5+2,12bx
R5A1 5,4+2,0° 5,7+2,6°de 4,5+2,72 4,5+1,82 4,1+2,92 4,9+2,82 3,7+2,62 5,542, cdef 4,4+2 52 3,6+2,12 4,142,128 4,2+2 030
R5 R5A2 3,742,183 6,9+1,8°¢ 5,6+2,72 4,5+2,32 2,9+2,32 5,3+£3,3?2 2,942,3?2 4,3+2,2abcde 4,0£2,72¢ 6,0+2,12 4,2+2,32° 2,4+1,2@0
R5A3 5,1+2,3% 4,942, 5abcde 5,4+2,32 5,3+2,42 3,5+1,82 5,2+3,0° 3,9+2,0% 4,042,030 4,942 62 6,2+2,32 3,542,423 3,1+2,12bd
R5A4 4,8+2,8 3,7+2,3 6,3+2,32 5,4+2,92 3,6+£2,72 4,9+2,62 3,1+2,12 5,31, 70cdel 4,6+2,6%° 5,3+2,22 5,1+2 52 4,3+2 420
R6A1 1,8+1,22 3,5+2,33bcd 5,1+2,62 5,44+2,52 3,0+2,22 4,3+2,92 2,741,92 4,3+2,5abcde 6,8+2,6° 5,5+1,82 3,9+2,0%® 5,1+2,5°d
R6 R6A2 3,3+2,0%° 4,8+2, Gabcde 5,5+2,42 5,0+2,62 3,2+2,52 6,0+2,42 3,1+2,42 5,642,100 5,312,623 6,7+2,62 2,7+1,62 3,342,323
R6A3 4,3+2,13° 5,5+2,4bcde 5,7+2,62 4,8+2,72 3,4+2,32 6,0+2,12 3,6+2,22 5,7+1,8%% 4,4+1,92¢ 5,4+2,0a 4,1+2,32b 2,7+1,32¢
R6A4 5,3+2,3% 4,542, 43bcde 5,4+2,32 4,612,423 2,7+1,82 5,1+2,02 3,442,32 5,1+2,3bcdef 5,5+2,42b¢ 5,3+1,82 4,8+2,22b 3,541,720
R7A1 4,142,383 4,7+2, 43bcde 5,5+2,12 4,9+2,62 3,5+2,72 5,1+2,82 3,742,52 6,4+1,8%f 5,542,423 5,4+2,22 3,32,0%® 2,7+1,33°
R7 R7A2 5,7+1,8% 3,641,830 5,0+2,22 5,1+2,32 4,3+2,42 5,0+2,12 4,8+2,0? 3,4+1,8%° 5,5+2,12b¢ 6,1+2,92 3,242,220 3,5+2,12bd
R7A3 3,1+1,8% 6,3+2,2% 5,3+2,52 3,3+2,12 2,3£1,72 5,9+2,3?2 2,9+41,92 2,6+1,2% 2,7+1,8% 6,0+1,92 5,7+2,3% 3,7+2,33
R7A4 3,3+1,7% 6,0+2,0%% 5,642,423 3,94+2,12 2,8+1,92 5,3+2,52 3,1+2,42 5,5+1,30f 3,8+2,0%° 6,3+1,92 2,741,52 2,9+1,6%°

Médias e desvios padrdo da avaliagdo de 15 provadores; médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas ( p < 0,05)
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Nao foram encontradas diferengas significativas entre as médias das avaliages dos atributos aroma
de queijo fresco, aroma acido e aroma de manteiga (p < 0,05). Este resultado indica que estes atributos
nao diferem significativamente entre as amostras consideradas, o que é certamente uma consequéncia
de os queijos analisados apresentarem tempos de maturacao curtos, pelo que o seu aroma € ainda
dominado pelas caracteristicas que mais se relacionam com a matéria-prima, € menos com aquelas
que decorrem dos metabolitos formados durante a maturacdo como consequéncia da atividade
microbiana.

Comparando as médias das avaliagdes dos atributos relacionados com o sabor e textura através de
uma analise de variancia (ANOVA, SPSS) verificou-se que s6 se observaram diferencas significativas
entre amostras para os atributos sabor salgado, sabor acido, textura borrachosa e textura seca. Para
0s restantes atributos (sabor a queijo fresco, sabor a manteiga e textura macia) as diferencas entre
médias foram da mesma ordem que o desvio-padrao de cada avaliacdo, pelo que ndo se consideram
significativas. Os atributos sabor a queijo fresco, sabor a manteiga e textura macia correspondem as
caracteristicas mais gerais deste produto, pelo que é de esperar que s6 queijos cujo processo de
producéo se afastasse muito dos procedimentos tipicos, ou utilizasse matérias-primas muito alteradas
deveriam apresentar diferencgas significativas destes atributos, o que efetivamente n&do ocorreu.

Os atributos que apresentaram diferengas significativas entre queijos individuais (sabor salgado,
sabor acido, textura borrachosa e textura seca) sdo também aqueles que sdo mais suscetiveis de
serem influenciados quer pela composic¢ao do leite, quer pelas caracteristicas do processo de producéo.
De acordo com o Regulamento Técnico para Queijo de Coalho (SDA, 2001), no processo de fabricacéo
deste queijo, algumas etapas apresentam caracteristicas distintas como, coagulacdo em torno de 40
minutos, corte e mexedura da massa, remoc¢éo parcial do soro, aguecimento da massa com agua
guente ou vapor ou massa crua, adicdo de sal a massa, além de prensagem.

As médias da avaliagdo da cor amarelada e aparéncia molhada entre os queijos individuais, para
0s quais se observaram diferencas significativas, estdo apresentadas nas Figuras 2.2 e 2.3,
respetivamente.
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Figura 2.2: Comparacéo das médias do atributo cor amarelada entre amostras individuais de Queijo de Coalho
produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas, p <

bcde
abcde
cde

abcde

cde

cde

bede

Cddigos das amostras

abcde

abed
abed

Cor Amarelada
C
i ?? be 4, M be
- be be _
= bc be
- be b M be b —
- abc — oc moos
B ﬂEC abc abc a?s abe
h IR abcabcabc abe B
ab ab — [ T [ at_Jc ahab
i a
L T | I B | | I | H T T T 1T T 1
L B o I o T~ o T o I o T~ T o B o A T~ S N o B o T T o B o o T~ o T o N S T S e T B o T~
e e R E R E R EEE E R E P EE EEEEEEE:
o A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

Aparéncia Molhada

abcde
bede
abcde
abcde
de
cde

abed

Figura 2.3: Comparacdo das médias do atributo aparéncia molhada entre amostras individuais de Queijo de
Coalho produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferengas

significativas, p < 0,05).

A intensidade de cor amarelada apresentou alguma variabilidade entre queijos individuais com

diferencas significativas registradas entre diversas amostras (p < 0,05). A cor amarelada do queijo
R4A1 foi significativamente superior a dos queijos R6A1, R1A1, R3A3, R7A3 e R7A4, enquanto a cor
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amarelada do queijo R6AL foi significativamente inferior a dos queijos R1A2, R1A4, R2A1, R2A2, R2A4,
R3A4, R4A1, R5A1, R5A3, R5A4, R6A4 e R7A2 (Figura 2.3).

Silva et al. (2012), analisando caracteristicas sensoriais do Queijo de Coalho artesanal no Sertdo
alagoano, encontrou diferencas quanto a intensidade da cor. Os queijos que ndo apresentavam
aguecimento da massa apresentavam uma cor creme claro, enquanto 0s queijos que apresentavam
aguecimento da massa apresentavam uma coloracdo creme-amarelada.

Estas diferencas parecem decorrer de fatores relacionados com o processo de produ¢éo que sendo
artesanal pode apresentar maior variabilidade do que os processos industrializados, o que se pode
traduzir numa maior separacao entre soro e matéria coalhada, com implicag6es no aspeto final do
queijo. Especificamente no caso da cor amarelada, diferencas no teor de gordura e teor de carotenoides
do leite utilizado na producédo do queijo podem afetar este atributo do queijo. Os resultados obtidos
parecem indicar uma variabilidade destes fatores entre locais de producéo, sem que se observe uma
tendéncia regional.

A Figura 2.3 apresenta a comparacdo das médias da aparéncia molhada, outro atributo que
apresentou diferencas significativas entre amostras individuais. Caracteristicas particulares na
preparacdo de cada queijo sdo menos controladas e reguladas em processos artesanais do que em
producéo industrializada e nomeadamente a pressdo mecénica exercida e o tempo de prensagem
podem afetar a separacao entre 0 soro e a matéria coagulada influenciando a aparéncia final do queijo.

Semelhante ao atributo cor amarelada ndo se observou uma distribuicdo regional deste atributo,
mas sim alguma variabilidade entre amostras individuais, que apresentaram algumas diferencas
significativas entre médias (p < 0,05). Em particular, as amostras R1A1 e R5A2 apresentaram uma
média da avaliacdo do parametro aparéncia molhada significativamente superior (p < 0,05) as médias
das amostras R2A1, R2A2, R3A2, R5A4, R6A1 e R7A2, enquanto as amostras R2A1 e R2A2
apresentaram médias das avaliag6es da aparéncia molhada significativamente inferiores (p < 0,05) as
das amostras R1A1, R2A3, R3A1, R4A2, R4A3, R4A4, R5A2, R7A3, R7A4.

Diferencas significativas entre amostras individuais dos queijos de Coalho foram observadas

também nos atributos quanto ao sabor salgado e acido, conforme as Figuras 2.4 e 2.5.
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Figura 2.4: Comparacao das médias do atributo sabor salgado entre amostras individuais de Queijo de Coalho
produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas, p <
0,05).
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Figura 2.5: Comparacdo das médias do atributo sabor acido entre amostras individuais de Queijo de Coalho
produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferengas significativas, p <
0,05).

O sabor salgado depende da quantidade de NaCl que é adicionada durante a confecédo do queijo.
Este é 0 exemplo de um atributo para o qual o carater artesanal do processamento deve introduzir
alguma variabilidade que é provavelmente atenuada nos processos industrializados. A adicao de sal,

nos processos artesanais é frequentemente feita de forma empirica ou com medidas aproximadas sem
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recurso a processos rigorosos de pesagem pelo que se observam diferencas importantes entre queijos
da mesma regido como € o caso da regido de Patos (R4) e da regido da Serra de Teixeira (R7).

O sabor salgado e sabor acido apresentam uma variabilidade entre queijos individuais, com
diferencas significativas (p < 0,05), entre as amostras individuais. O Queijo de Coalho da regido R4A1
foi o que apresentou maior média quanto ao sabor salgado quando comparado com as amostras dos
queijos R3A4 e R4A4. Mesmo sendo uma comparacdo entre amostras individuais, a regido de Patos
(R4) foi a apresentou os queijos mais salgados, com as maiores médias, mas também um dos queijos
menos salgados (R4A4). Este registro vem reforgar a auséncia de padronizagdo no processamento
deste queijo, resultante do processo artesanal.

Além disto, a variabilidade nas respostas dos provadores, que nao € inédita, pode ter sido afetada
por um carater pessoal, uma vez que a percecdo dos sabores salgado ou doce é frequentemente
afetada pela sensibilidade individual a estas caracteristicas, apesar do treinamento prévio realizado
€com 0S mesmos.

Sabor acido, salgado, levemente salgado e levemente amanteigado sdo atributos caracteristicos do
Queijo de Coalho e foram atribuidos aos queijos produzidos com leite cru. O atributo sabor &cido
apresentou maior homogeneidade entre os Queijos de Coalho do que o sabor salgado, talvez por ser
mais dependente das caracteristicas do leite do que do processo de fabricacdo. Assim observam-se
diferencas significativas entre queijos individuais, em particular entre as amostras R1A2, R3A4, R4A2,
R4A4 e as amostras R3A2 e R6A1, sem que se observe uma tendéncia regional que se possa atribuir
a fatores genéticos ou ambientais. Silva et al. (2010) também observou diferencas na analise sensorial
realizada com Queijo de Coalho produzido com leite cru e pasteurizado, com trés processamentos
diferentes.

A textura de borracha ou borrachosa € uma caracteristica que esta mais associada a forma de
coagulacéo da proteina (que depende do processo de produc¢éo) e a propor¢ao entre proteina e gordura
(que é consequéncia das caracteristicas do leite utilizado). Apesar de ser relativamente homogéneo
este atributo apresentou avaliagdes significativamente diferentes para o queijo R1A2, que apresentou
maior intensidade desta textura relativamente aos queijos R3A3, R6A2 e R7A4, ou seja, observaram-
se variagbes pontuais entre amostras, mas ndo foi possivel identificar tendéncias em regides
especificas (Figura 2.6). Segundo Mamede (2008), no ponto de vista do consumidor, a textura € uma
das propriedades mais importantes. Quanto a textura borrachosa néo € indesejavel por todos, uma vez
que o consumidor prefere o Queijo de Coalho mais elastico (borrachoso) para ser usado como
churrasco (Mamede, 2008).

A Figura 2.7 representa a comparagdo das médias do atributo textura seca que apresentaram

diferencas significativas entre amostras individuais.
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Figura 2.6: Comparagao das médias do atributo textura borrachosa entre amostras individuais de Queijo de Coalho
produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas, p <
0,05).
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Figura 2.7: Comparacdo das médias do atributo textura seca entre amostras individuais de Queijo de Coalho
produzido na Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas, p <
0,05).

Na andlise sensorial de queijos, alguns atributos sdo mais influenciados por fatores especificos
como a composi¢do do leite. Os atributos textura borrachosa e textura seca que apresentaram
diferencas significativas entre amostras de queijos individuais (p < 0,05). De acordo com Perry (2004)
o teor de gordura do leite tem um efeito marcante na textura, palatabilidade e firmeza do queijo, e

Benevides et al. (2000) relata que o processamento também pode influenciar na textura dos queijos.
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Quanto ao atributo textura seca, destacaram-se o0s queijos R2A1 e R2A2, com médias
significativamente superiores as dos queijos R1A1, R4A2 e R5A2. As demais amostras de Queijos de
Coalho foram relativamente homogéneas quanto a este atributo (Figura 2.7). Segundo Silva et al.
(2010), comparando caracteristicas sensoriais de Queijos de Coalho produzido com leite cru e
pasteurizado, com trés diferentes processamentos no Sertdo de Alagoas, também encontrou resultados
distintos quanto a cor, aroma e textura. Benevides et al. (2000) analisando sensorialmente o Queijo de
Coalho produzido com leite cru e pasteurizado, observaram que o queijo produzido com leite cru foi
melhor avaliado quanto aos sabor e textura.

Foram também avaliadas as médias dos atributos analisados na ADQ para todos os queijos de cada
regido (Tabela 2.9) e para todos os queijos com os mesmos dias de maturacédo (Tabela 2.10), para

verificar se haviam diferencas sensoriais entre regides e entre tempos de maturacao.
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Tabela 2.9: Média e desvio-padréo dos atributos da analise sensorial dos Queijos de Coalho por regides, produzido na Paraiba, Nordeste, Brasil

Reqio Cor Aparéncia gLOeTg Aroma Aroma 832?; Sabor Sabor Sabor Textura Textura Textura
9 Amarelada Molhada £ J Acido Manteiga J Manteiga  Salgado Acido Macia Borrachosa Seca
resco Fresco

R1 3,2+1 43 5,4+2,32 5,1+2,82 4,7+2,82 2,741,92 4,5+2,32 3,242,328 4,0£1,82  3,8+2,4%  4,8+2,4% 5,2+2,7° 3,8+2,2ab

R2 5,9+2,0° 4,242 52 6,0+2,42 4,3+3,02 4,3+3,42 5,142,123 4,142 42 5,0£2,12  4,3+2,2%  4,6+2,42 4,7+2,5% 4,5+2,5°

R3 4,7+2,6% 4,8+2 4% 4,7+2,82 5,3+2,82 3,3+2,22 4,842,62 3,912,423 4,0£2,32 4,125  54+2 3% 3,8+2,12 3,8+2,18

R4 5,72, 2@ 5,9+2,1° 4,7+2,42 4,6+2,22 3,3+1,92 5,3+2,72 3,9+2,52 4,843,128  3,9+2,52 524253 4,5+2 43 3,612,182

R5 5,542,782 5,3+2,6% 4,7+2,32 4,7+2,62 4,6+2,92 5,1+2,92 3,412,222 4,842,028  4,5+2,6%°  53+2 4% 4,3+2, 4% 3,5+2,18

R6 5,242,82 4,6+2,5% 4,3+2,32 4,8+2,02 4,5+3,02 5,412,423 3,242,228 5,242,238  55+24° 5742 13 3,9+2,12 3,7+2,1%

R7 4,242 4% 5,2+2,3% 6,6+1,62 5,042,32 3,442,12 5,31+2,42 3,61£2,32 4,542,238 4,442, 4%  50+2 2b 3,8+2,32 3,241,92

Médias e desvios padrao da avaliagcdo de 15 provadores; médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas (p < 0,05)
Tabela 2.10: Média e desvio-padréo dos atributos da andlise sensorial dos Queijos de Coalho por dias de maturacao, produzido na Paraiba, Nordeste, Brasil.
Grau de Cor Aparéncia gLoeTg Aroma Aroma 832?; Sabor Sabor Sabor Textura Textura Textura
Maturacao Amarelada Molhada E ! Acido Manteiga J Manteiga Salgado Acido Macia Borrachosa Seca
resco Fresco

1,0 3,612,423 4,9+2,62 5,412,582 4,842,423 2,9+2,12 3,612,228 4,94+2,72 3,042,12 4,6+2,3% 5,4+2,8° 5,6+1,92 4,3+2,22
2,0 4,0+2,32 4,842,628 5,3+2,58  4,5+2 42 3,8+2,62 3,8+2,32 544242 3,8+2,52 4,4+2, 3% 3,9+2,32 5,3+2,62 3,9+2,32
3,0 4,5+2,22 5,242,32 5,2+2,42  4,4+2 52 3,6+2,32 3,412,028 4,942,552 3,642,32 4,042,12 4,04£2,42 5,642,423 4,3+2,52
5,0 4,742,32 5,1+2,42 5,412,682 51+252 3,8+2,52 4,042,282 5,0+2,52 3,742,32 5,6+2,3° 4,842,430 4,942,32 4,5+2,32
>5,0 4,7+2,68 5,1+2,62 4,742,882  53+2,82 3,312,228 4,0+2,28 4,742,722 3,2+2,42 3,9+1,82 4,4+2 780 4,612,423 4,843,02

Médias e desvios padrdo da avaliacdo de 15 provadores; médias classificadas com letras diferentes apresentam diferenc¢as significativas (p < 0,05).
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Analisando as caracteristicas agrupadas por regido, observa-se que as amostras de Queijo de
Coalho da regido de Cajazeiras (R2) foram as que apresentaram maior intensidade de cor amarelada
e valores mais baixos na avaliacéo da aparéncia molhada, sendo a sua média significativamente inferior
as amostras dos queijos da regido de Patos (R4) (p < 0,05). Estas observa¢des podem ser decorrentes
de algumas diferencas nas caracteristicas do leite, ou na forma de processamento dos queijos, que
podem afetar a separacao do soro de leite da coalhada.

Na Figura 2.8 podem-se observar as diferengas significativas na média das avaliagGes para os

atributos cor amareladas e aparéncia molhada.

o Cor Amarelada m Aparéncia Molhada
7,0 1

6,0 ~
ab ab ab

Médias das avalia¢oes dos atributos
S
o
-]

0, 0 T T T T T T
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7

Regioesde Producao

Figura 2.8: Comparagé&o das médias das avaliagdes dos atributos quanto a cor amarelada e aparéncia molhada,
entre as amostras de Queijo de Coalho das diferentes regides da Paraiba, Brasil (médias classificadas com letras
diferentes apresentam diferengas significativas, p < 0,05).

Os queijos da regido 2 (Cajazeiras) apresentaram uma média da avaliagcdo da cor amarelada
significativamente superior aos queijos da regido 6 (ltaporanga), o que poderd refletir diferencas na
composicao do leite produzido nestas duas regifes; estas diferencas podem ocorrer em consequéncia

das caracteristicas especificas da vegetacéo, clima e genética das vacas leiteiras nestas duas regifes.
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Figura 2.9: Comparagdo das médias das avaliagdes dos atributos quanto ao sabor acido, textura borrachosa,
textura macia e textura seca, entre as amostras de Queijo de Coalho das diferentes regiées da Paraiba, Brasil
(médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas, p < 0,05).

Comparando as médias das avaliagdes dos atributos verificaram-se diferengas significativas nas
amostras de Queijo de Coalho entre regies quanto ao sabor acido, a textura borrachosa, a textura
macia e textura seca (Figura 2.9). Nos demais atributos (aroma queijo fresco, aroma acido, aroma
manteiga, sabor queijo fresco, sabor manteiga e sabor salgado) as diferencas entre as médias foram
da mesma ordem que o desvio-padrdo, considerando néo significativas as diferencas entre médias. As
médias dos atributos por dias de maturacdo também foram avaliadas. Os resultados apresentados na
Tabela 2.10 demonstram que a média e o desvio-padrdo dos atributos cor amarelada, aroma manteiga,
aroma queijo fresco, aroma acido, aroma manteiga, sabor queijo fresco, sabor manteiga, sabor salgado,
textura borrachosa e textura seca ndo apresentaram diferencas significativas. Os atributos sabor &cido
e textura macia, apresentaram médias e desvios-padrdao com diferencas significativas, com nivel de
significancia de p <.0,05, em particular o sabor acido apresentou uma média superior para um tempo
de maturagdo de 5 dias e a textura macia apresentou uma média mais elevada para um tempo de
maturacgdo de 1 dia.

No entanto, para verificar se ocorre alguma neutralizacdo das diferencas entre os atributos dos
queijos ao efetuar as médias de queijos de diferentes regides e 0 mesmo tempo de maturacdo ou
médias de queijos com o mesmo tempo de maturacao, mas de diferentes regides, representamos as

médias dos atributos dos queijos com 0 mesmo tempo de maturacao e a mesma regido (Figura 2.10).
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Figura 2.10: Médias dos atributos da analise sensorial com diferenca significativa por regido e dias de maturacéo
A — Aparéncia molhada; B — Sabor &cido; C — Textura macia; D — Textura borrachosa; E — Textura seca; F — Sabor
queijo fresco (médias classificadas com letras diferentes apresentam diferencas significativas, p < 0,05).

Ao cruzar as médias dos atributos das regibes com os dias de maturacdo pretendia-se avaliar a

interferéncia dos dias de maturacdo nos atributos sensoriais dos Queijos de Coalho. Aparéncia
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molhada, sabor &cido, textura macia, textura borrachosa, textura seca e sabor queijo fresco
apresentaram médias com diferencas significativas. No entanto, ndo se observou uma tendéncia
homogénea quanto aos dias de maturacdo. Isto pode ser justificado pelo fato deste queijo ser
consumido fresco, com até 10 (dez) dias de fabricacéo (SDA, 2001).

A intensidade da associacdo linear existente entre as variaveis da composicdo quimica e o0s
atributos da andlise sensorial foi analisada através da Correlacdo de Pearson, considerando como
fortemente positivas as correlagdes com 0,8 < p < 1, e moderamente positivas as correla¢cdes com 0,5
< p < 0,8 e fortemente negativas as correlacdes com -1 < p <-0,8 (Tabela 2.11).

Tabela 2.11: Coeficientes de Correlagdo de Pearson entre variaveis da composigéo fisico-quimica e atributos da
andlise sensorial do Queijo de Coalho produzido na Paraiba, Brasil, que apresentaram correlagdes fortemente
positivas.

Variavel 1 Variavel 2 Coeficiente de Correlacédo de

Pearson
Acidez pH -0,75
Aroma queijo fresco 0,84
Aparéncia molhada Sabor queijo fresco 0,85
Textura macia 0,83
Aroma acido 0,90
Aroma manteiga 0,86
Sabor queijo fresco 0,95
Sabor manteiga 0,85
Aroma queijo fresco Sabor acido 0,81
Textura macia 0,91
Textura borrachosa 0,83
Sabor salgado 0,76
Textura seca 0,75
Sabor queijo fresco 0,84
Sabor manteiga 0,96
Aroma manteiga Sabor 4cido 0,82
Textura borrachosa 0,86
Textura seca 0,88
Sabor manteiga 0,87
Sabor queijo fresco Sabor aC|dq 0.78
Textura macia 0,91
Textura borrachosa 0,78
Sabor salgado 0,75
Sabor acido 0,82
Sabor manteiga Textura macia 0,81
Textura borrachosa 0,84
Textura seca 0,86
Sabor salgado Sabor acido 0,82
Sabor acido Textura macia 0,78
Sabor acido Textura seca 0,81
Textura borrachosa Textura seca 0,88

Entre os componentes quimicos foi encontrado uma correlacdo fortemente negativa (p = -0,758)
entre pH e acidez titulavel em &cido lactico, o que seria expectavel dado que sao variaveis inversas. A
correlagdo moderamente positiva (p = 0,52) entre cinzas e cloretos € justificada pelo facto de o cloreto
ser um mineral, e, portanto, se encontrar diluido com os outros minerais.

Quanto a analise sensorial véarios atributos apresentaram correlagbes fortemente ou
moderadamente positivas. O aroma de queijo fresco apresentou correla¢des fortemente positivas com
sete dos doze atributos analisados, com destaque para o sabor queijo fresco (p = 0,95), textura macia

(p =0,91) e aroma acido (p = 0,90). Silva et al. (2010) relataram diferencas na caracteriza¢do sensorial
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dos queijos de Coalho produzido com leite cru e pasteurizado, no Sertdo de Alagoas. Os queijos de
Coalho produzidos com leite cru apresentaram aroma acido, suavemente amanteigado, textura macia
a borrachosa, e sabor caracteristico de Queijo de Coalho: acido, salgado ou levemente salgado e
levemente amanteigado. O aroma manteiga também revelou uma forte correlagédo positiva com o sabor

manteiga (p = 0,96), assim como textura borrachosa com textura seca, com um p = 0,88.

2.4 Conclusbes

Os resultados obtidos nesta caracterizacao fisico-quimica e sensorial dos Queijos de Coalho da
Paraiba mostraram que as amostras analisadas apresentam boa qualidade do ponto de vista da sua
composicgao e propriedades organoléticas correspondendo de uma forma geral aos padrdes definidos
para o Queijo de Coalho.

Foi possivel registar algumas diferengas significativas entre as médias das variaveis de composi¢éo
ou dos atributos sensoriais dos queijos de cada microrregido da Paraiba o que podera traduzir quer
caracteristicas especificas da matéria-prima ou do processo de producao.

Os queijos da microrregido 1 (Catolé do Rocha) caracterizaram-se por um elevado teor de proteina
e baixos teores de humidade e cinzas; estes queijos apresentaram classificagdes elevadas no atributo
textura borrachosa, o que pode estar relacionado com uma maior presenca de proteina e menor
presenca de gordura na massa coagulada.

Os queijos da regido 2 (Cajazeiras) apresentaram acidez baixa (pH elevado) e a nivel sensorial
obtiveram classificagbes elevadas nos atributos aparéncia molhada e textura seca; estas
caracteristicas distintivas poderéo estar relacionadas pois o pH afeta a forma como a massa do queijo
coagula bem como a sua capacidade de reten¢éo de agua.

Os queijos da regido 4 (Patos) distinguiram-se por elevado teor de humidade e baixo teor de cinzas;
a nivel sensorial apresentaram classificacdes elevadas no pardmetro cor amarela, que podera traduzir
uma maior proporcao de gordura relativamente a quantidade de proteina.

Os queijos da regido 5 (Piancé) caracterizaram-se por valores elevados do teor de cinzas e teores
baixos do teor de proteina; estes queijos apresentaram também baixa acidez, o que pode estar
associado ao elevado teor de cinzas que geralmente conferem aos alimentos um caracter alcalino.

Os queijos da regido 6 (Itaporanga) distinguiu-se por valores elevados de acidez, baixo teor de
proteina e como seria de esperar, a nivel organolético distinguiu-se pelo sabor &cido; estas séo
caracteristicas menos associaveis ao processo de producao e mais as caracteristicas da matéria-prima
que por sua vez decorrem de caracteristicas genéticas e fisiolégicas do rebanho bem como de fatores
ambientais.

Finalmente, os queijos da regido 7 (Serra do Teixeira) apresentaram baixa acidez e baixo teor de
cinzas e a nivel sensorial obtiveram classificacdes elevadas no parametro textura macia; apesar de ndo
corresponderem a valores maximos estes queijos apresentaram também valores relativamente
elevados de gordura que podem contribuir para uma textura mais macia e menos borrachosa da massa

coagulada.

48



Capitulo 2
Caracterizacéo fisico-quimica e analise sensorial do Queijo de Coalho

No entanto, as diferencas observadas nas caracteristicas dos Queijos de Coalho da Paraiba
parecem ser sobretudo uma consequéncia de diferencas individuais de composigédo do leite quer a
nivel quimico quer a nivel do seu microbiota e em particular da sua populacao de bactérias do acido
lactico, cuja importancia na definicdo das caracteristicas do queijo é conhecida.

O processo de producdo e as opcOes individuais de cada produtor afetam também de forma
relevante as propriedades dos queijos sendo, por exemplo, da mesma regido 0s queijos que

apresentaram o maior e o menor teor de sal.
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CAPITULO
Determinacao do perfil de acidos gordos do Queijo de

Coalho artesanal da Paraiba

3.1 Introducéo

3.1.1 Caracteristicas funcionais do queijo

Segundo Fox e colaboradores (2000), o queijo é considerado um dos produtos alimentares mais
complexos e dinamicos que existe. O seu estudo envolve aspetos analiticos, fisico-quimicos,
bioguimicos, microbioldgicos, reolégicos e sensoriais.

Segundo Zengin e colaboradores (2011) o queijo é considerado uma fonte de nutrientes essenciais,
especialmente, proteinas, amino&cidos, gordura, &cidos gordos, vitaminas e minerais. Por isso, 0 queijo
€ um importante produto lacteo como parte integrante de uma dieta saudavel.

De acordo com Geissler e Powers (2010) os nutrientes presentes nos diferentes tipos de queijo e
sua concentracéo dependem da composicao do leite e do seu processamento.

Durante o processamento ocorrem no queijo diversas reacdes metabdlicas, como a lipdlise,
protedlise e glicolise, promovidas pelas enzimas de origem microbiana e animal presente no leite e/ou
no coalho (Bezerra, 2015).

A lipélise é um processo que resulta na libertacdo de 4cidos gordos de cadeia média e curta, através
da hidrélise dos lipidos. Esses é&cidos gordos libertados desempenham um importante papel no
desenvolvimento do sabor e aroma dos queijos (Santos et al., 2011; Randazzo et al., 2010).

Além de fontes de nutrientes conhecidos e importantes, como proteinas, minerais (calcio, fésforo),
vitaminas e lactose, os produtos lacteos também sédo fontes ricas de acidos gordos como o acido
linoleico, acido eicosapentaendico, acido docosahexaendico e acido linoleico conjugado.

Segundo Perini e colaboradores (2010) os acidos gordos estritamente essenciais sdo assim
designados porque ndo podem ser sintetizados pelo homem e devem ser obtidos diretamente através
da dieta. Os acidos gordos linoleico (C18:2 n-6) e alfa-linolénico (C18:3 n-3) sdo considerados
estritamente essenciais (Luna et.al., 2007). Outros acidos gordos sédo considerados essenciais pois
também ndo sdo sintetizados pelo homem, mas podem ser produzidos a partir de precursores
presentes na dieta (Perini et al., 2010).

Os acidos gordos desempenham importantes fungdes na estrutura das membranas celulares e nos
processos metabolicos. No homem, os acidos linoleico e alfa-linolénico (Figura 3.1) sdo necessarios
na manutencdo das condi¢cdes normais as membranas celulares, cerebrais e transmissdo de impulsos
nervosos. Além disso estes compostos sédo precursores dos acidos gordos das familias n-6 e n-3,

através das enzimas alongase e dessaturase (Martin et al., 2006).
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Figura 3.1: Estrutura dos acidos linoleico e alfa-linolénico. (Fonte: Martin et.al., 2006).

Os acidos gordos polinsaturados compreendem as familias de acidos gordos 6mega-3 e émega-6,
também chamados de &cidos gordos polinsaturados de cadeia muito longa (Martin et al., 2006).

O acido docosahexanéico (C22:6 n-3), também conhecido pela sigla ADH, é um acido gordo
polinsaturado que apresenta uma importante funcdo na formacgédo, desenvolvimento e funcionamento
do cérebro e da retina (Perini et al., 2010), sendo predominante na maioria das membranas celulares
desses 6Orgdos, atuando nas suas propriedades fisicas, caracteristicas dos seus recetores, nas
interacdes celulares e atividade enzimatica (Martin et al., 2006).

O &cido araquiddnico (C20:3 n-6) e o acido eicosapentandico (C20:5 n-3), também conhecido como
AEP, sdo precursores dos prostanodides e leucotrienos, que agem em inameras funcdes celulares com
propriedade anti-inflamatoria (Martin et al. 2006).

No entanto, além das suas importantes propriedades nutracéuticas, os acidos gordos, livres ou
conjugados destacam-se dentre os componentes quimicos dos queijos pela sua participacdo nas
reacBes bioquimicas responsaveis pelo sabor e aroma. Resultantes da lipélise, os acidos gordos livres
(FFA) séo os principais constituintes do sabor do queijo e podem ser precursores de componentes do
aroma tais como as metil cetonas, os alcoois e as lactonas.

Segundo Martin e colaboradores (2006) os acidos gordos das familias n-6 e n-3 estéo envolvidos
em inimeras reacgdes de alongacao de cadeia de acido gordo, em particular observou-se forte influéncia
da conversao do acido alfa-linolénico em acidos de cadeia longa pelos niveis do acido linoleico. Em
virtude disto, a ingestdo diaria de alimentos que sejam fontes desses acidos assume grande
importancia na nutrigdo humana.

O &cido linoleico conjugado (CLA) é formado por um grupo de isémeros posicionais e geométricos
do &cido octadecadiendico (C18:2) em que as duas ligacdes duplas sdo separadas por apenas uma
Unica ligacéo simples. As propriedades nutracéuticas do &cido linoleico com ligacdes conjugadas estao
relacionadas as atividades anticarcinogénica, anticolesterolémica, imunomoduladora, bem como de
protecdo contra osteoporose e doencas degenerativas. Além disso, € reconhecida como um fator de
crescimento e redutor de tecido adiposo. Dois isémeros destacam.se pela atividade biol6gica, o 9-cis,
11-trans C18:2 e o 10-trans, 12-cis C18:2 (Domagata et al., 2010).

O CLA é sintetizado no rimen como resultado de uma bio-hidrogenacdo incompleta do &cido

linoleico, por ag&o de microrganismos presentes neste meio, ou por uma converséo enddgena do acido

53



Capitulo 3
Determinacao do perfil de acidos gordos do Queijo de Coalho artesanal da Paraiba

vacénico (C18:1 trans-11) (Medeiros, 2009) que ocorre nos tecidos dos ruminantes, como na glandula
mamaria (Kramer et al., 2004).

As maiores fontes de CLA na dieta do homem sao o leite e seus derivados. O queijo destaca-se
como o derivado lacteo mais importante, com concentracdes que variam quanto a origem da matéria-
prima, do processamento do queijo e dos microrganismos usados na cultura lactea. Segundo Domagala
e colaboradores (2010), na gordura do leite, cerca de 73 a 93% do teor total de CLA esta representado
pelo isémero 9-cis, 11-trans C18:2.

Algumas pesquisas sobre o nivel de CLA em produtos lacteos tém vindo a ser desenvolvidas nos
Ultimos anos em paises da Europa. Prandini e colaboradores (2011) compararam o teor de acidos
gordos e a concentracao de CLA em queijos franceses e italianos comerciais e concluiram que nao
houve diferenca na concentracao de CLA entre os queijos da mesma espécie de ruminante, sugerindo
que os fatores envolvidos no processo de fabricacao de queijos, geralmente ndo afetam o contetdo de
CLA na gordura do leite.

Temiz e colaboradores (2009), pesquisando sobre o perfil de &cidos gordos em queijo de leite de
vaca e/ou de ovelha cru, sem padronizacéo de processamento, concluiu que o perfil de FFA do queijo
regional Herby, da Turquia, baseia-se principalmente em trés componentes que se apresentaram em
maior concentragdo, os acidos caprico, palmitico e oleico.

Quanto aos queijos de leite cru isto é especialmente importante, pois a lipase nativa ndo é
desativada pela pasteurizacdo. Segundo Fernandez-Garcia e colaboradores (2006), a hidrélise de
triglicéridos do leite em &cidos gordos livres (FFAS) pelas lipases dos microrganismos nativos do leite
€ um fendmeno importante no desenvolvimento de sabor durante a maturagdo do queijo. Avila e
colaboradores (2007) também encontraram associacao de grupo de microrganismos especificos e uma
maior taxa de acumulacéo de FFA durante a maturacéo de queijos.

Rodrigues e colaboradores (2011) e Lin e colaboradores (2003) identificaram varios microrganismos
como potenciais produtores do acido linoleico conjugado (CLA), incluindo cepas de Bifidobacterium e
Lactobacillus. Xu e co-autores (2005) relataram as bactérias probioticas, Lactobacillus rhamnosus e
Proprionibacterium freudenreichii como produtoras de CLA em modelos de leite enriquecido com 6leo
de soja. Oliveira e colaboradores (2009) relataram aumento do teor de CLA em leite fermentado
adicionado de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis e Streptococcus termophilus. Segundo
Kramer et al. (2004) os ruminantes que se alimentam exclusivamente de pasto apresentam niveis mais
elevados de &cidos gordos, especialmente o CLA, quando comparados com animais que se alimentam
de racdes secas (cereais, palhas).

Os acidos gordos juntamente com outros compostos sdo responsaveis pelo desenvolvimento do
sabor e aroma dos queijos. Varios compostos sdo acumulados durante de maturagéo dos queijos como
aldeidos, cetonas, alcoois e compostos volateis (Melo, 2014).

Segundo Collins e colegas (2003), a lipdlise € uma das rea¢des mais importantes que ocorre no
queijo. Nesta reacdo as lipases, enzimas lipoliticas, quebram as ligacdes dos acidos gordos e do
glicerol, produzem &cidos gordos livres como, mono e di-glicéridos. As enzimas que participam dessa
reacdo podem ser do leite, do coalho ou dos microrganismos encontrados na matéria-prima ou

inoculadas durante o processo de producdo dos queijos.
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A gordura do queijo desempenha varios papeis na qualidade do queijo, afetando diretamente a
textura, atuando como fonte de compostos aromaticos e agindo como solvente para os compostos
produzidos a partir de lipidos de queijos (Temiz et al., 2009). Os acidos gordos livres de cadeia curta e
média resultantes da lipdlise séo os responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do queijo.

Marrone e 0s seus co-autores (2014) estudaram o perfil de acidos gordos e colesterol no queijo
Pecorino Carmasciano, queijo tradicional do Sul da Italia. Estes encontraram um elevado conteldo de
acidos gordos monoinsaturados e polinsaturados, além da presenca dos acidos eicosapentaendico
(C20:5 n-3) e docosahexandico (C22:6 n-3), representando 0,26 e 0,21%, respetivamente, e do acido
linoleico conjugado com 0,5%.

Addis e colaboradores (2015) avaliaram o perfil dos acidos gordos em fun¢éo da variacdo sazonal
no queijo Pecorino Romano, um queijo de massa semi-cozida obtido com leite de ovelha. Os valores
nutricionais da gordura do queijo. associado particularmente com os acidos linoleico, ruménico e
vacénico, diminuiram em funcdo da estacdo do ano, em relacdo ao periodo de inverno e verao,
provavelmente devido a variagbes da alimentacdo e no pasto, das condigcbes atmosféricas
(temperatura, humidade) e do estado fisiolégico dos animais, que também é afetado por estes fatores
sazonais.

Queiroga e colaboradores (2009) avaliaram o perfil de &cidos gordos do queijo de leite de cabra tipo
‘Coalho’ comercializado no estado da Paraiba. Os resultados encontrados para os acidos miristico,
palmitico e oleico foram 11,95%, 27,96% e 15,41%, respetivamente. A auséncia de padroniza¢do no
processamento desses queijos tem vindo a ser indicada como um dos fatores que interfere diretamente
no perfil dos acidos gordos deste produto lacteo.

Prandini. e co-autores (2011) estudaram a composicdo de é&cidos gordos e CLA de queijos
comerciais da Italia e da Franga. Os queijos fabricados com leite de ovelha apresentaram maior nivel
de CLA, seguido do queijo de leite de vaca e depois os de leite de cabra. Quando comparada a técnica
de producdo, os queijos apresentaram diferencas significativas no perfil de 4cidos gordos, o que pode
ser atribuido ao grau de lipdlise nos queijos comparados.

Microrganismos probiéticos sdo capazes de sintetizar CLA e essa caracteristica é desejavel e
adapta-se perfeitamente como valor agregado aos alimentos funcionais, considerada uma nova de
linha de pesquisa para &rea de produtos agropecudrios. Probidticos sdo microrganismos viaveis que
podem trazer beneficios & salde quando administrados em quantidade adequada (Sanders, 2003).
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo algumas das bactérias probiéticas mais comumente usadas nos
alimentos lacteos funcionais devido & sua capacidade de sintese do CLA livre nos produtos lacteos
(Oliveira et al., 2009).

Ferndndez-Garcia et al. (2006) estudaram a variacdo sazonal do contelddo de acidos gordos livres
de queijos de ovelha espanhdis. Foram encontradas diferencas significativas na concentragcao dos FFA
em todos os queijos, com excecgdo para os acidos gordos de cadeia média (MCFA-C10:0 a C14:0).
Todas as concentracdes individuais de FFA aumentaram significativamente com a maturacéo. A maior
concentracdo dos FFA foi encontrada nos queijos fabricados na primavera, sendo atribuida ao
nascimento de boregos e diferentes estagios de lactac&o. Acidos gordos de cadeia curta (C4:0 a C8:0)

representaram 16,9%, 13,0% e 15,8% dos FFA nos queijos Manchego, La Serena e Zamorano,
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enquanto que os acidos gordos insaturados (C18:1 e C18:2) foram responsaveis por 27, 0, 34,5 e
27,8% dos FFA dos mesmos queijos, respetivamente.

Resultados para os acidos gordos saturados (Tabela 3.1) e mono e polinsaturados (Tabela 3.2)
isolados de diversos tipos de queijos, de paises diferentes, sdo apresentados a seguir.

Os acidos gordos também podem ser agrupados pelo tamanho da cadeia e tipo de ligacao entre
carbonos. A Tabela 3.3 apresenta concentracdes dos acidos gordos agrupados por tamanho da cadeia
e tipo de ligagdo isoladas de queijos encontradas por varios investigadores, em amostras de queijos de

diferentes paises.
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Tabela 3.1: Referéncias, tipo de queijo, maturagdo e concentragao dos acidos gordos saturados isolados de varios tipos de queijos.

ACIDOS GORDOS

Referéncias/ Tipo de Tempo de
Unidades Queijo maturagdo C4:0 C6:0 C80 C10:0 Cl11.0 Cl12:.0 C13:0 C14:0 C150 C16:0 C17:.0 C180 C19:0 C20:0 C21:0 C22:0
Zengin et al., Queijo
2011 branco 1 dia 057 093 087 226 021 293 0,14 11080 1,39 3707 0,76 754 001 003 0,02 0,07
(%) (Turquia)
Domagala et Queijo
al., 2010 Emmental 180 dias 3,72 2,44 147 3,16 - 3,46 - 11,25 1,21 30,66 0,66 10,64 - - - -
(%) (Poldnia)
Temiz etal.,, Queijo Herby
2009 (Turquia) 150 dias 1,79 1,39 104 2091 - 2,25 - 894 1,11 2561 0,85 12,71 - 1,03 - -
(%)
Mele et al., Queijo
2011 Pecorino 1 dia 438 345 365 507 004 294 006 853 09 2053 0,58 10,52 - 0,27 0,07 0,13
(9/100g) (Italia)
Atosoy e Queijo Urfa
Tirkoglu, (Turquia) 1dia 083 060 048 065 - 098 - 1249 - 2257 - 1158 - i . -
(mg/100q)
Oliveira et al., Queijo
2009 Mozzarela 45 dias 148 133 153 298 008 354 024 1383 1,01 3082 0,43 13,62 - - - -
(%) (Brasil)
. Queijo
Kim etal., Mozzatela 45 dias - - - - - - - 1325 - 3768 - 1531 - - - -
2014 (%) .
(Coreia)
Romano et Queijo 45 dias
Mozzarela ~ 34 176 /38 285 0,27 392 010 1364 1,42 26,35 0,67 10,21 - 0,20 - 0,09
al., 2011 (%) (Italia) (veréo)
Esposito et Queijo
al., 2014 Caciocavallo - 2,32 1,21 1,19 251 0,42 2,74 0,6 11,69 1,49 2943 1,14 12,95 - 0,22 - -
(9/1009g) (Italia)
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Tabela 3.2: Referéncias, maturagdo e concentragdo dos acidos gordos mono e polinsaturados isolados de varios tipos de queijos.

Referéncias/ Tipo de Tempo de ACIDOS GORDOS MONO E POLINSATURADOS
Unidades Queijos Maturacao
Cl4:1 C16:1 C18:1 C18:2 (C18:3 C20:4 C20:5 C22:5 (C22:6 CLAc9t11 CLAt10c12

Zengin et al., Queijo branco

2011 10 br: 1 dia 1,43 2,84 24,09 2,16 0,18 0,22 0,05 0,02 0,06 0,56 0,02

(%) (Turquia)

Domagala et al., Emmental .

2010 (%) (Polonia) 180 dias 1,12 1,76 19,35 1,67 0,65 - - - - 0,74 -
Tem'ze(fyg"’ 2009 ierby (Turquia) 150 dias 0,39 153 2924 043 1,70 - 0,11 - - - -
Mele etal, 2011 b 1ing (italia) 1 dia 011 034 344 221 060 011 005 010 005 - -

(9/1009)

Atosoy e
Turkoglu, 2009 Urfa (Turquia) 1 dia - - 14,44 0,45 - - - - - - -

(mg/100q)

Oliveira et al., Mozzarela

2009 . 45 dias 0,31 0,42 22,65 151 0,21 0,13 - - - 1,04 -

(Brasil)

(%)

Kim et al., 2014 Mozzarela 45 dias - - 2627 339 020 023 004 005 - - -

(%) (Coreia)

Romano etal, Mozzarela 45 dias

2011 \tli ~ 0,38 256 18,69 191 0,15 0,07 0,04 0,07 - 0,79 0,09

(%) (Italia) (verao)

Esposito et al., Caciocavallo
2014 (g/100g) (talia) - 0,72 2,46 24,00 2,04 0,98 0,17 - - - - -
Prandini et al., Queijo fresco de

2011 vaca (Italia e - - - 17,86 1,87 0,35 - - - - 6,10 -

(%) Franca)
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Tabela 3.3: Referéncia dos resultados de acidos gordos agrupados por tamanho das cadeias e tipo de ligagdo isolados de queijos

REFERENCIAS
Domagala Temiz et Oliveira et al. Kim et al. Romano et  Esposito et al., Prandini et al., 2011 Marrone et al.,
et al., 2010 al., 2008 al., 2011 2014 2014
2009 (%) 2014 (%) (%)
(%) (%) (%) (9/100g) (%)
Emmental Herby Mozzarela Mozzarela Mozzarela Caciocavallo Queijo fresco de Pecormo
TIPOS DE QUENO (Polonia)  (Turquia) (Brasil) (Coreia) (talia) (Italia) vaca Carmasciano
q (Itélia e Franga) (ltélia)
SCFA (C4:0 a C9:0) - 9,39 - - 68,43 67,47 - 51,3
MCFA (C10:0 a C15:1) - 39,07 - - - 28,22 - 19,8
LCFA (C16:0 a C22:6) - 47,38 - - 38,66 - 67,31 4,30
SFA 57,88 59,63 71,65 66,65 2,29 - - -
MUFA 25,36 33,26 25,45 22,70 25,64 - - -
PUFA 3,06 2,94 2,90 9,74 4,28 - - -

Legenda: SCFA-Acidos gordos de cadeia curta; MCFA-Acidos gordos de cadeia média; LCFA-Acidos gordos de cadeia longa; SFA-Acidos gordos saturados; MUFA-Acidos

gordos monoinsaturados; PUFA-Acidos gordos polinsaturados.
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3.1.2 Técnica analitica para determinacao dos acidos gordos

A gordura é um dos componentes principais do queijo que influencia profundamente o seu valor
nutricional e as suas propriedades organoléticas. A natureza dos acidos gordos, nomeadamente, o seu
numero de carbonos e o0 seu grau de insaturacéo afetam o seu ponto de fusédo e, portanto, a textura do
queijo, bem como a sua cor e sabor. O aroma e sabor do queijo sdo especialmente afetados pelos
acidos gordos livres e em particular os de cadeia curta.

A andlise de perfis de acidos gordos livres e totais requer em primeiro lugar que seja isolada de
forma eficiente e representativa a gordura do queijo. Alguns métodos de extracao da gordura de queijo
e de outros produtos lacteos que empregam acidos concentrados para quebrar as estruturas
lipoproteicas e separar a gordura, ndo sdo adequados ao estudo de perfis de acidos gordos, pois,
podem alterar a sua composicédo, principalmente o seu grau de insaturacao.

A extragdo com solventes apolares (hexano, éter de petrdleo) é uma forma comum de extracédo de
gordura, mas requer que a matriz esteja isenta de agua de forma a permitir a homogeneizacéo eficiente
da matriz e do solvente de forma a maximizar a extracao.

Algumas técnicas sdo usadas na determinacdo e quantificacdo dos compostos presentes nos
queijos. Na andlise dos acidos organicos varios autores citam o uso da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com detetor ultravioleta/visivel (UV-Vis) em pesquisas com diversos tipos de queijos
(Califano e Bevilacqua, 2000; Park e Lee, 2006; Buffa et al., 2004). A literatura também reporta a
utilizacé@o da técnica de HPLC com detetor de fluorescéncia (FD) na determinacao de acidos gordos
em queijo italiano (Mangia et al. 2008).

Em virtude da importancia dos acidos gordos nos produtos lacteos, métodos eficientes e confidveis
para andlise de acidos gordos e do CLA sdo de grande importancia para a obtencdo de informacao
detalhada. A cromatografia gasosa acoplada a um detetor de ioniza¢do de chama (GC-FID) ou a um
espectrometro de massa (GC-MS), sdo os métodos mais usados para quantificacdo desses compostos.

A cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS) é citada em varios trabalhos na
determinacdo de acidos gordos e compostos volateis em queijos (Tavaria et al., 2006; Berard et al.,
2007; Delgado et al., 2011; Bontinis et al., 2012).

A técnica de GC-MS apresenta elevada seletividade e sensibilidade (Hibschmann, 2009). A
cromatografia gasosa € uma técnica analitica que consiste na inje¢do varios compostos numa coluna
revestida de um polimero e através da qual se desloca uma corrente de gas inerte. Os compostos
gasosos interagem com o revestimento da coluna, o que faz com que cada composto seja detetado em
tempos diferentes, designados como tempos de retencdo dos compostos. A existéncia de tempos de
retencao diferentes para compostos bastante semelhantes do ponto de vista estrutural € o que confere
a cromatografia gasosa sua eficiéncia analitica (McMaster, 2008).

A espectrometria de massa é uma técnica analitica que visa identificar moléculas através da sua
conversdo num conjunto de ides que serdo separados no espectrometro de massa através da razéo
massa/carga, originando um espectro cujas caracteristicas se podem relacionar com a estrutura e peso

molecular das moléculas originais.
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O aparelho de GC-MS é composto essencialmente por um cromatdgrafo gasoso e um
espectrometro de massa. O GC compreende um injetor, que pode ser manual ou automético, um forno
que aquece a coluna, uma coluna geralmente capilar onde circula um gas de arraste, que pode ser
azoto, hidrogénio ou hélio (geralmente o Gltimo). O gas de arraste é responsavel pela eluicdo dos
compostos volatilizados pelo aumento de temperatura do forno cromatogréafico. O espectrémetro de
massa € composto por uma fonte de ionizacao, lentes de focalizacédo, analisador de massa, um detetor

de ides e uma bomba (Melo, 2014). A Figura 3.2 mostra os componentes do GC-MS.

gas chromatograph mass spectrometer
injector
He inlet “ — ion
| | < _‘
\\\ source mass filter P
\ f ( etector
| | \ Taeene ‘///\7‘;7_:»/\_‘,\
VLD column R |
1T ‘ ", / L l
N — evacuated chamber

heated oven

Figura 3.2: Componentes de um aparelho de cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS).
(Fonte: Best images of diagram of the GC MS, 2016).

O processo de derivatizacdo da amostra é exigido pelo facto desta técnica analisar amostras
volateis. Este processo € a modificacdo quimica da molécula do analito de forma a minimizar a
possibilidade de ocorrem intera¢cdes fortes no estado liquido. Apds a extracdo dos compostos de fase
aquosa para uma fase organica, a derivatizacdo consiste em promover uma reacao entre 0S grupos
polares OH, NH ou SH e o agente derivatizante que vai geralmente substituir os hidrogénios desses
grupos por grupos alquilo ndo polares e ligados de forma estavel por ligagbes covalentes (McMaster,
2008). Esta alteragdo aumenta fortemente a volatilidade dos analitos na medida em que limita a sua
capacidade para se envolverem em ligag8es por pontes de hidrogénio.

No caso dos triglicéridos, componentes principais da fracéo lipidica dos alimentos, o processo de
derivatizacdo permite quebrar a ligagéo entre os acidos gordos e o glicerol, seguindo-se a conversao
dos &cidos gordos em ésteres metilicos por um processo designado por transesterificacdo. Este
processo ndo s6 reduz de forma muito significativa o peso molecular dos analitos mas também os
converte de uma forma mais polar (acidos carboxilicos) numa forma menos polar (ésteres metilicos)
(McMaster, 2008).

Apesar de existirem estudos sobre o perfil de &cidos gordos livres em diversos tipos de queijos de
varios paises, nao existem dados detalhados sobre este perfil em Queijos de Coalho artesanais
produzidos na Paraiba, no Nordeste do Brasil. Neste contexto, este estudo visou determinar e
quantificar o perfil dos acidos gordos totais no Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da

Paraiba, como instrumento de identidade na qualidade deste queijo. Em particular, procurar-se-a
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dosear o CLA e outros acidos gordos polinsaturados que contribuem para as propriedades funcionais
destes queijos.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Amostragem

As 28 amostras de Queijo de Coalho produzidas com leite sem pasteurizacdo foram recolhidas em
queijeiras e comércio local, acondicionadas e preservadas tal como descrito no Capitulo 2. As amostras
destinadas a determinacao do perfil de acidos gordos foram acondicionadas em caixas isotérmicas com
gelo seco e transportadas para os Laboratérios do Departamento de Ciéncias e Tecnologia da
Biomassa (DCTB), Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova de Lisboa, (FCT-UNL),

Lisboa, Portugal. Apés rececéo as amostras foram preservadas a -20°C até serem analisadas.

3.2.2 Extrato bruto da gordura

A extragdo da gordura bruta das amostras de queijo foi realizada com base no método de De Jong
e Badings (1990), com algumas modificacdes. Cerca de 2 g de queijo foram pesados numa balanca
analitica Mettler Toledo AB204-S, e em seguida foram adicionados aproximadamente 6 g de sulfato de
sédio anidro e a mistura foi macerada em almofariz até obter uma massa solta e triturada. Transferiu-
se o0 conteudo para frascos de 50 mL e adicionou-se 0,6 mL de acido sulfdrico 2N. De seguida
procedeu-se a extracédo da gordura bruta pela adicdo de 10 mL de éter/heptano (1:1) e colocou-se sob
agitacdo magnética durante 20 minutos numa placa de agitacdo Asincro Selecta. Recolheu-se o
sobrenadante e transferiu-se o extrato bruto de gordura (EBG) para novo frasco. Esta etapa foi
realizada trés vezes e 0s extratos obtidos foram combinados. Ao EBG resultante adicionou-se sulfato
de sédio anidro, cobriu-se com papel aluminio e foi armazenado a -20 °C. Cada extracao foi realizada
em duplicado.

3.2.3 Determinacéo do teor de gordura

O teor de gordura das amostras de queijo foi determinado por eliminacdo do solvente a partir do
extrato bruto da gordura (EBG). Foram transferidos 5 mL do EBG para um bal&@o tarado na balanca
Mettler Toledo AB204-S. Com o auxilio de um evaporador rotativo Buchi (B490) o solvente foi eliminado
sob vacuo, a uma temperatura de 40 °C e pesou-se o residuo de gordura. O teor de gordura no extrato

foi determinado e os resultados foram expressos em % (m/m), numa base seca e numa base himida.

3.2.4 Derivatizacdo dos acidos gordos totais

Transferiram-se 3 mL do EBG para tubos de centrifuga e adicionaram-se 2 mL de hidréxido de

potassio metandlico 2N; agitou-se a mistura no vortex, adicionaram-se 2 mL de solu¢éo salina 1% e
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homogeneizou-se a mistura, lentamente por inversao do tubo. De seguida, deixaram-se os tubos em
repouso até ocorrer a separagdo de fases, rejeitou-se a fase aquosa e recolheu-se a fase orgéanica que
foi lavada duas vezes com 2 mL de agua destilada. Secou-se a fase organica por adigdo de sulfato de
sédio anidro, e ap0s filtragcao para separar o sal anidro eliminou-se o solvente, sob vacuo, a temperatura
de 40 °C. O residuo foi dissolvido em 5 mL de éter:hexano (1:1), transferiu-se 1 mL desta solugdo para
frascos de 2 mL e adicionou-se 1 mL de solucdo padréo de acido heptadecandico (500 mg/50 mL). De
seguida procedeu-se a analise desta solucdo em GC-MS.

Os ésteres metilicos dos acidos gordos foram separados e identificados por cromatografia gasosa
e espectrometria de massa utilizando o aparelho Focus GC- Polaris Q (Thermo Unicam), constituido
por um cromatografo Focus GC e um espectrémetro de massa Polaris Q. Este aparelho esta equipado
com uma coluna DB5-MS com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de
espessura de filme. As amostras foram injetadas utilizando o injetor automatico (AS2000) e o volume
de injecdo foi de 1 pL. A temperatura do injetor foi de 270 °C e a injecéo foi efetuada em modo sem
reparticdo de fluxo, durante 2 minutos, posteriormente a valvula de reparticdo de fluxo foi aberta com
um fluxo de 30 mL/min.

A temperatura inicial do forno foi de 40 °C, tendo-se mantido nesse valor durante 2 minutos. Em
seguida, a temperatura foi programada até 140 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/minuto,
seguida de um aumento para 280 °C a uma taxa de 5 °C/minuto. A temperatura da interface foi de 270
°C e a temperatura da fonte iénica foi de 250 °C.

As areas cromatograficas dos ésteres metilicos foram avaliadas e a sua concentragdo individual foi
calculada em termos relativos como a percentagem da area cromatografica total e em termos absolutos
por comparagdo com uma mistura de ésteres metilicos de concentracao conhecida (Supelco 47885).
A identificagdo de cada éster metilico individual foi realizada por analise do seu espectro de massa, da
ordem de eluicdo e por comparagdo com os tempos de retencdo do padrdo de ésteres metilicos
utilizado e também por comparacdo do espectro de massa de padrdes auténticos e de ésteres da

biblioteca de espectros (Wiley, NIST).

3.2.5 Andlise estatistica

Avaliou-se a existéncia de diferencas significativas entre as médias das concentra¢des relativas dos
acidos gordos totais através da analise de variancia (ANOVA); as médias foram também comparadas
duas a duas através do Teste de Tukey, para definir subgrupos homogéneos de médias que nao
apresentam diferencas significativas. Esses célculos foram realizados utilizando o software SPSS,
versao 21 (IBM Analytics).

3.3 Resultados e discusséo
O sabor e 0 aroma dos queijos tém uma forte contribuicdo dos acidos gordos e alcoois produzidos

durante o processo de fermentacéo. Esteres carboxilicos, aldeidos e cetonas presentes no leite

também contribuem para o sabor e aroma final do queijo produzido a partir desse leite, mas estédo
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geralmente presentes em menores quantidades e tém menor impacto nestas propriedades sensoriais.
Queijos artesanais sdo muitas vezes produzidos a partir de leite ndo pasteurizado, de forma que
incorporam um grau mais elevado dos componentes de aroma de leite original e beneficiam da
populagdo microbioldgica nativa de bactérias lacticas que dao origem a um produto fermentado com
propriedades Unicas que ndo sdo facilmente reproduzidas quando se utiliza coalhada de leite
pasteurizado na producao de queijo industrial.

Neste trabalho foram estudados os perfis de acidos gordos totais do Queijo de Coalho artesanal,
produzido no Sertdo da Paraiba, Nordeste do Brasil.

A extracd@o da gordura foi efetuada utilizando temperaturas moderadas e uma quantidade reduzida
de acido para minimizar a degradacéo dos acidos gordos polinsaturados ou outras reagfes secundarias
gue provocassem alterac6es indesejadas do perfil original de acidos gordos. Para poder analisar os
acidos gordos por cromatografia gasosa efetuou-se a sua transesterificagdo com um catalisador basico
(KOH metandlico). A reagéo entre o metanol e o hidroxido de potassio d& origem a metdxido de potéssio
e agua, produtos que sdo rapidamente solvatados pelo metanol em excesso. Esta solu¢édo é entédo
posta em contacto com a solugédo de triglicéridos num solvente organico apolar e a homogeneizagéo
eficiente da mistura permite o ataque do metdxido de potassio ao carbono do grupo carbonilo dos
acidos gordos, fomentando assim a substituicdo do glicerol pelo metanol como &lcool esterificante do
grupo carboxilo do 4cido gordo. Esta reagéo ocorre na interface entre a fase organica que contém os
triglicéridos e a fase metanol:4gua que contém o metdxido de potassio, pelo que a homogeneizacgéo é
fundamental para que a reagdo ocorra, mas deve ser efetuada com cuidado para ndo conduzir a
formacgdo de emulsdes. A formacao dos ésteres metilicos € acompanhada pela libertacdo do glicerol
que é preferencialmente dissolvido na fase aquosa enquanto os ésteres metilicos se dissolvem
prioritariamente na fase organica. Apds a separagéo das fases a lavagem da fase organica com agua
e secagem com sulfato de sodio anidro visa remover os residuos de base presentes nas goticulas de
fase aquosa dispersas na fase orgéanica e que poderiam contribuir para a hidrélise dos ésteres metilicos
nos passos seguintes de eliminacdo do solvente para normalizacdo das solu¢bes. Este procedimento
foi efetuado com e sem adicao de padréo interno de forma a poder avaliar a presenca do préprio acido
heptadecandico nas amostras analisadas e poder, se necessario, efetuar alguma correcao.

Ap6s analise das amostras de acidos gordos por cromatografia gasosa com espectrometria de
massa(CG-MS) os acidos gordos individuais foram identificados por comparacéo dos seus tempos de
retencdo e dos seus espectros de massa com 0s mesmos parametros obtidos na analise de padrbes
cromatograficos relevantes nhomeadamente uma mistura de 37 ésteres metilicos de &cidos gordos
(Supelco-47885-U, 37 Component FAME Mix) e um padrdo de acido linoleico conjugado (SIGMA,
05632-250MG, ésteres metilicos de acidos cis- e trans-9,11- octadecadiendico e cis- e trans-10,12-
octadecadiendico). Alguns acidos gordos foram ainda identificados pela sua ordem de eluicdo bem
como por comparacdo dos seus espectros de massa com espectros de referéncia a partir das
bibliotecas Wiley e NIST e por co-injecdo de padrdes internos.

O perfil cromatogréafico do padrao de ésteres metilicos de acidos gordos (Supelco-47885-U, 37

Component FAME Mix) utilizado na identificagdo dos ésteres metilicos dos acidos gordos presentes
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nas amostras de Queijos de Coalho, é apresentado na Figura 3.3. Na Tabela 3.4 encontram-se 0s

tempos de retencéo e concentracéo dos 37 ésteres metilicos identificados neste mesmo padréo.
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Figura 3.3: Perfil cromatografico do padrao de ésteres metilicos de acidos gordos (Supelco-47885-U, 37 Component FAME Mix) utilizado na identificagdo dos ésteres metilicos
dos acidos gordos presentes nas amostras de Queijo de Coalho.
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Tabela 3.4: Identificagdo do tempo de retencéo e concentragdo dos 37 ésteres metilicos do padrédo (Supelco-47885-U, 37 Component FAME Mix) nas condi¢cdes cromatogréaficas

utilizadas.

Ne Ester metilico Ac.G. C(%m/m) Tr Ne Ester metilico Ac.G. ri/(r;/; TR
1 Butirato de metilo C4:.0 n.d. nd. 20 Linolelaidato de metilo C18:2p 2 26,05
2  Hexanoato de metilo C6:0 4 6,73 21 Elaidato de metilo C18:1p 2 26,13
3  Octanoato de metilo C8:0 4 9,52 22 Estearato de metilo C18:0 4 26,46
4  Decanoato de metilo C10:0 4 12,33 23 (js-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoato de metilo ~ C20:5 2 28,73
5 Undecanoato de metilo C11:0 2 13,82 24 Araquidonato de metilo C20:4 2 28,85
6 Dodecanoato de metilo C12:0 4 15,48 25 cis-8,11,14-Eicosatrienoato de metilo C20:3a 2 29,02
7  Tridecanoato de metilo C13:0 2 17,25 26 cis-11,14-Eicosadienoato de metilo C20:2 2 29,33
8 Miristoleato de metilo Ci4:1 2 18,88 27 cis-11-Eicosenoato de metilo C20:1 2 29,41
9 Miristato de metilo C14:0 4 19,12 28 cis-11,14,17-Eicosatrienoato de metilo C20:3p 2 29,46
10 ﬁiz—tﬁg—Pentadecenoato de Ci5:1 2 20,77 29 Araquidato de metilo C20:0 4 29,83
11 Pentadecanoato de metilo C15:.0 2 20,98 30 Heneicosanoato de metilo C21.0 2 31,42
12 Palmitoleato de metilo Cil6:1 2 22,47 31 cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoato de C22:6 31,85
13 Palmitato de metilo C16:0 6 22,86 32 Cis_13,16_Docoz]ai:§noato de metilo C22:2 2 32,53
14 cis—_lIO—Heptadecenoato de C17:1 2 24,31 33 Erucato de metilo C22:1 2 32,58
15 rI1|1<(:|ct)ltgdecanoato de metilo C17:.0 2 24,67 34 Behenato de metilo C22:.0 4 32,97
16 Linolenato de metilo C18:3a 2 25,63 35 Tricosanoato de metilo C23:0 2 34,44
17  y-Linolenato de metilo C18:3p 2 25,63 36 cis-15-Tetracosenoato de metilo C24:1 2 35,54
18 Linoleato de metilo C18:2a 2 25,90 37 Tetracosanoato de metilo C24:0 4 35,89
19 Oleato de metilo C18:1a 4 26,02
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O perfil de ésteres metilicos de acidos gordos identificados em amostras de Queijo de Coalho da
Paraiba é apresentado na Figura 3.4. Tal como é habitual, em perfis de acidos gordos de alimentos e
em particular de produtos lacteos, o perfil de acidos gordos é dominado pelos acidos oleico (C18:1),
palmitico (C16:0), esteéarico (C18:0) e miristico (C14:0). A Tabela 3.5 apresenta os ésteres metilicos
dos acidos gordos identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido na Paraiba,
bem como os seus iBes moleculares e as suas janelas de retencao definidas como as médias dos
tempos de retencdo de cada pico cromatografico nas diversas analises realizadas afetadas pelos
desvios-padrao dos mesmos tempos de retencao.

Procurou-se identificar todos os ésteres metilicos cujos espectros tinham suficiente defini¢cdo para
se poderem distinguir inequivocamente do ruido de fundo da coluna.

A identificacdo destes componentes minoritarios visa sobretudo identificar caracteristicas distintivas
que permitam associar elementos do perfil de acidos gordos a presenca de determinadas bactérias
lacticas ou a composicdes especificas do leite de determinadas regides; estas diferencas encontram-
se por vezes nos componentes minoritarios, que correspondem a diferencas especificas na

composicao do leite ou a produtos da atividade microbiana durante a maturacao do queijo.
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Tabela 3.5: Identificagdo dos 57 acidos gordos identificados nos Queijos de Coalho da Paraiba, do respetivo ido molecular e da respetiva janela de retencgéo.

Ne Esteres metilicos — Nome Comum Esteres metilicos — Nome IUPAC M+ Ac.G. Janela de Retencéo
1 Caproato de metilo Hexanoato de metilo2 131 C6:.0 7,5+0,16
2 Caprilato de metilo Octanoato de metilo*?2 159 C8.0 9,5+0,02
3 Nonenoato de metilo Nonenoato de metilo? 170 Co9:1 10,5+0,24
4 Decenoato de metilo Decenoato de metilo? 185 C10:1 12,2+0,03
5 Caprato de metilo Decanoato de metilo* 187 C10:0 12,3+0,01
6 Undecenoato de metilo Undecenoato de metilo? 198 Ci1:1 13,4+0,01
7 Laurato de metilo Dodecanoato de metilo* 215 C12.0 15,5+0,01
8 Isémero 1 do tridecilato de metilo Isébmero do tridecanoato de metilo? 228 C13:0b 16,6+0,01
9 Tridecenoato de metilo Tridecenoato de metilo? 226 Ci13:1 16,7+0,01
10  Tridecilato de metilo Tridecanoato de metilo!? 228 C13:0a 17,2+0,01
11  Isémero 2 do miristato de metilo Isébmero 2 do tetradecanoatato de metilo? 242  C14:.0c 18,4+0,01
12 Miristoleato de metilo Tetradecenoato de metilo*? 241 Ci14:1 18,90+0,01
13 Isémero 1 do miristato de metilo Isébmero 1 do tetradecanoatato de metilo? 243  C14:.0b 19,03+0,03
14  Miristato de metilo Tetradecanoato de metilo*? 243 Cl4:0a 19,21+0,02
15 Isbmero 3 do pentadecilato de metilo Isémero 3 do pentadecanoato de metilo? 256 Ci5:0d 20,29+0,01
16 Isbmero 2 do pentadecilato de metilo Isémero 2 do pentadecanoato de metilo? 256 C15:0c 20,46+0,01
17  Pentadecenoato de metilo cis-10-Pentadecenoato de metilo'? 254 Ci15:1 20,67+0,01
18 Isbmero 1 do pentadecanoato de metilo Isémero 1 do pentadecanoato de metilo? 256 C15:0b 20,85+0,04
19 Pentadecilato de metilo Pentadecanoato de metilo'? 256 C15:0a 21,01+0,01
20 Isomero 3 do palmitato de metilo Isdmero 3 do hexadecanoato de metilo? 270 Cie6:0d 22,16+0,01
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(Tabela 3.5 continuagéo)

N° Esteres metilicos — Nome Comum Esteres metilicos — Nome IUPAC M+ Ac.G. Janela de Retencgéo
21  Palmitoleato de metilo Hexadecenoato de metilo®2 268 Clé6:1 22,50+0,03
22 Isbmero 2 do palmitato de metilo Isémero 2 do hexadecanoato de metilo? 270 C16:0c 22,65+0,03
23 Isomero 1 do palmitato de metilo Isomero 1 do hexadecanoato de metilo? 270 C16:0b 22,78+0,04
24 Palmitato de metilo Hexadecanoato de metilo®2 271 Cl6:0a 23,10+0,04
25 Isbmero 2 do margarato de metilo Isémero 2 do heptadecanoato de metilo? 284 C17:0c 24,02+0,01
26 Isbmero 1 do margarato de metilo Isémero 1 do heptadecanoato de metilo? 284 C17:0b 24,19+0,02
27  Margaroleato de metilo cis-10-Heptadecenoato de metilo?? 282 Cl7:1 24,28+0,02
28  Margarato de metilo Heptadecanoato de metilo!? 284 Cl7:0a 24,70+0,02
29  Isémero 3 do linoleato de metilo Isémero 3 do linoleato de metilo? 294 cCi18:2d 25,78+0,08
30  Linoleato de metilo (92,122) -Octadeca-9,12-dienoato de metilo'? 294 Cl8:2a 25,92+0,07
31 Oleato de metilo cis-9-Octadecenoate de metilo!?2 296 Cl8:1a 26,27+0,06
32 Elaidato de metilo trans-9-Octadecenoate de metilo2 296 C18:1b 26,36+0,05
33 Estearato de metilo Octadecanoato de metilo!?2 298 C18:.0 26,67+0,05
34  Isomero 1 do linoleato de metilo (CLA) cis-9, trans-11 Octadecadienoato de metilo*? 294 C18:2b 26,88+0,04
35  Isémero 2 do linoleato de metilo (CLA) trans-10, cis-12 Octadecadienoato de metilo*? 294 Cl18:2c 27,06+0,03
36 Nonadecahexaenoato de metilo Nonadecahexaenoato de metilo? 300 C19:6 27,54+0,02
37 Nonadecenoato de metilo Nonadecenoato de metilo? 310 C19:1 27,72+0,02
38 Nonadecatrienato de metilo Nonadecatrienato de metilo? 306 C19:3 27,94+0,03
39 Nonadecanoato de metilo Nonadecanoato de metilo? 312 C19:0 28,17+0,01
40  Eicosapentaenoato de metilo (EPA) cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoato de metilo!? 316 C20:5 28,73+0,01
41 Araquidonato de metilo (52,82,112,14Z) -Eicosa-5,8,11,14-tetraenoate de metilo? 318 C20:4 29,03+0,02
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(Tabela 3.5 continuagéo)

Ne Esteres metilicos — Nome Comum Esteres metilicos — Nome IUPAC M+ Ac.G. Janela de Retencéo
42  Eicosatrienoato de metilo cis-8,11,14-eicosatrienoato de metilo'? 320 C20:3a 29,15+0,02
43  Eicosenoato de metilo cis-11-eicosenoato de metilo!2 324 C20:1 29,35+0,01
44 |s6mero 1 do eicosatrienoato de metilo cis-11,14,17-eicosatrienoato de metilo*? 320 C20:3b 29,49+0,02
45  Araquidato de metilo Eicosanoato de metilo!? 326 C20:.0 29,82+0,01
46 Acido gordo polinsaturado 1 Acido gordo polinsaturado?2 nd  AGPI1 30,29+0,04
47 Heneicosadienoato de metilo Heneicosadienoato de metilo? 336 C21:2 30,88+0,03
48  Heneicosenoato de metilo Heneicosenoato de metilo? 338 C211 30,95+0,07
49  Acido gordo polinsaturado 2 Acido gordo polinsaturado 2 nd  AGPI3 31,24+0,03
50 Heneicosanoato de metilo Heneicosanoato de metilot? 340 C21.0 31,40+0,01
51  Docosahexaenoato de metilo (DHA) cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoato de metilo'? nd C22:6 32,04+0,01
52  Acido gordo polinsaturado 3 Acido gordo polinsaturado 3 nd  AGPI3 32,33+0,01
53  Erucato de metilo cis-13-Docosenoato de metilo 12 352 C22:1 32,48+0,01
54 Behenato de metilo Docosanoato de metilo 12 354 C22:.0 32,94+0,01
55  Tricosadienoato de metilo Tricosadienoato de metilo? 364 C23:2 34,23+0,27
56  Tricosanoato de metilo Tricosanoato de metilo!? 368 C23.0 34,42+0,01
57  Tetracosanoato de metilo Tetracosanoato de metilo'? 382 C24:.0 35,86+0,01
58  Colesterol - 386 - 41,17+0,12

1 Esteres metilicos identificados por comparacdo dos tempos de retencéo e espectros de massa com os de padrdes analisados nas mesmas condicdes.

2 Esteres metilicos identificados por comparagéo dos tempos de retencéio e espectros de massa com os de padrdes das bibliotecas NIST e WILEY e por anélise da ordem de

eluicdo e dos iBes moleculares
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A determinacédo da concentracdo relativa dos acidos gordos individuais foi realizada através da
razdo da area absoluta de cada pico e do somatério das areas absolutas de todos os picos
correspondentes a ésteres metilicos de acidos gordos detetados entre o pico cromatografico
correspondente ao acido hexandico e o pico cromatografico correspondente ao colesterol. Desta forma
eliminaram-se interferéncias correspondentes a impurezas ou interferentes resultantes do processo de
preparacdo dos extratos ou da propria coluna, sendo assim, esta area cromatografica relativa é
equivalente a concentracao relativa de acidos gordos na fragdo de gordura das amostras de queijo.
Esta é também a forma mais comum de abordar o perfil de acidos gordos de queijos que € encontrada
na literatura.

Os Queijos de Coalho analisados apresentaram acidos gordos com nimero de carbono que variou
entre 6 e 24, com predominancia dos acidos com 18 e 16 carbonos. Como é comum em alimentos de
origem animal, observa-se também a presenca de alguns acidos gordos saturados, como os acidos
céaprico, laurico ou miristico. No entanto, o perfil de acidos gordos do Queijo de Coalho caracteriza-se
também pela presenca de alguns acidos gordos polinsaturados com propriedades funcionais
reconhecidas como é o caso do acido linoleico conjugado, do acido eicosapentaendico e do acido
docosahexaendico (Lucatto et al., 2014).

O somatoério dos ésteres metilicos dos acidos gordos saturados, insaturados, monoinsaturados, di-
insaturados e polinsaturados foi avaliado de forma a poder analisar o padréo de variacao destas classes
de &cidos gordos nas amostras de Queijo de Coalho (Tabela 3.6).

Tabela 3.6: Concentragdes relativas de acidos gordos saturados, insaturados, monoinsaturados, di-insaturados e
polinsaturados identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da Paraiba, Brasil.

Saturados Insaturados Monoinsaturados Di-insaturados  Polinsaturados
Queijos
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

R1A1 48,12 4,0 50,82 39 44,52 5,3 4,32 1,3 2,14t 0,07
R1A2 45,52 0,5 53,7° 0,5 46,02 0,1 5,82 0,4 1,9¢%" 0,04
R1A3 49,8% 1,1 4932 0,9 41,32 0,1 6,12 0,6 1,9odef 0,2
R1A4 48,52 1,1 505 1,0 42,92 0,9 5,82 0,04 1,gbedef 0,1
R2A1 55,73 5,8 43,03 5,5 37,12 5,4 4,82 0,4 1,12 0,3
R2A2 55,8 ab 3,4 43,03 3,4 37,22 3,1 4,72 0,2 1,12 0,08
R2A3 56,230 8,9 42,63 8,2 37,02 7,1 4,32 1,0 1,3abcd 0,06
R2A4 53,18 2,0 45,6 @ 1,8 39,62 1,3 4,82 0,4 1,12 0,06
R3A1 48,23 0,0 50,5 @ 0,3 43,02 0,9 6,42 1,3 1,12 0,01
R3A2 51,0 @ 20 46,7% 2.1 36,42 4,9 8,82 2,6 1 Gabcdef 0,2
R3A3 53,620 3,2 44,4 2 3,0 37,22 4,0 5,92 11 1,28abc 0,04
R3A4 52,93 04 465 0,5 40,62 0,02 4,32 0,2  1,63pcdef 0,2
R4A1 49,730 4,2 49,2 @ 4,1 42,12 3,0 5,52 0,5  1,6apcdef 0,6
R4A2 58,5° 0,2 40,52 0,2 35,02 0,06 4,28 0,1 1,23¢ 0,05
R4A3 53,72 2,0 44,92 2,1 38,32 3,3 5,52 1,2 1,23¢ 0,08
R4A4 57,23 4,7 40,9 4,6 35,52 3,8 4,52 0,5 0,92 0,2
R5A1 51,23 1,8 48,13 1,6 42,22 1,6 4,32 0,08 1, 5abedef 0,2
R5A2 51,82 0,9 47,43 0,9 41,52 0,6 4,22 0,3 1, 72bcdef 0,01
R5A3 50,220 1,6 48,8 @ 1,5 42,62 1,2 4,42 0,2 1,gbodef 0,2
R5A4 52,4 0,2 46,8 @ 0,1 40,72 0,2 4,62 0,2 1,5abede 0,1
R6A1 57,32 0,3 42,03 0,3 36,62 0,2 4,22 0,08 1,2abc 0,08
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(Tabela 3.6 continuacéo)

. Saturados Insaturados Monoinsaturados  Di-insaturados  Polinsaturados
Quetjos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
R6A2 56,920 0,7 42,3 0,8 36,92 0,6 3,72 0,5 1, 72bcdef 0,3
R6A3 58,50 3,9 40,42 4,1 34,22 4,9 4,72 0,6 1, Gabedef 0,2
R6A4 55,92 41 43,0 3,8 33,22 11,2 8,32 7,5 1, 5abedef 0,1
R7A1 56,82 1,1 42,4 1,3 35,232 3,1 5,32 4,5 1,gbedef 0,1
R7A2 56,9 1,2 4245 1,1 36,12 4,9 4,62 3,9 1,80ccef 01
R7A3 56,1 0,1 432 0,12 38,92 0,7 2,22 0,5 2,1¢f 0,34
R7A4 53,8 0,4 454 0,1 40,02 0,5 3,02 0,5 2,3" 0,06

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferengas significativas (p <
0.05)

Os Queijos de Coalho analisados apresentaram concentragdes relativas de acidos gordos saturados
na gordura total que oscilaram entre 48,1% e 58,9%, valores tipicos dos produtos lacteos e dos
produtos de origem animal, mas que situa estes produtos na categoria dos alimentos ricos em &cidos
gordos saturados pelo que se aconselha uma ingestdo moderada, e de preferéncia acompanhada por
alimentos ricos em antioxidantes como € o caso dos frutos e legumes crus.

No entanto, as amostras de queijos analisados da regido de Catolé do Rocha (R1A1, R1A2 e R1A4)
e da regido de Sousa (R3A1) apresentam a média de acidos gordos saturados menor que a dos
insaturados. As demais amostras apresentam a média de acidos gordos saturados superior aos dos
acidos gordos insaturados em particular os queijos provenientes das regiées R6 e R7.

Os &4cidos gordos mais representados a seguir aos saturados foram os acidos gordos
monoinsaturados cujas concentracdes relativas na gordura do queijo oscilaram entre 33,2% e 46,0%,
ndo apresentando, no entanto, diferencas significativas entre as médias para cada amostra. Esta
categoria inclui o acido gordo mais abundante na fracdo lipidica (o acido oleico), que contribui
significativamente para a concentracao total dos &cidos gordos monoinsaturados.

As concentracdes de 4cidos gordos di-insaturados, categoria onde se incluem alguns componentes
individuais de grande relevancia funcional como o acido linoleico e os seus isémeros, em particular o
acido linoleico conjugado, variaram entre 3,04% e 8,82% da gordura total, ndo apresentando, no
entanto, diferencas significativas entre acidos gordos individuais.

Os acidos gordos polinsaturados, séo a classe com menores concentragdes totais (0,91% a 2,31%),
mas compreende elementos com elevado valor nutracéutico como o EPA e o DHA e foi a classe que
apresentou mais diferencas significativas entre as médias. Nesta categoria destacam-se os queijos das
regides R1 e R7 com maior nimero de amostras com concentra¢des de acidos gordos polinsaturados
superiores a 1,7%.

Nem sempre se registaram diferencas significativas entre médias apesar de os valores numéricos
serem distintos pois as diferencas observadas entre amostras foram de uma ordem de grandeza
comparavel as diferencas observadas entre duplicados, registando-se coeficientes de variacdo entre
0,1% e 37%. Esta observacdo € expectavel, pois os duplicados da analise de &cidos gordos séo

duplicados de todo o processo desde a extragao da gordura, derivatizacao dos acidos gordos e analise
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cromatografica. Por outro lado, os coeficientes de variagdo mais elevados estdo associados aos
componentes de maior concentragdo cuja integragdo esta afetada de alguma variabilidade, por se
tratarem de picos de grande area cromatografica, que apresentam graus diferentes de arrastamento
final (tailing). Esta consequéncia é inevitavel na analise cromatografica de extratos concentrados com
grande diversidade de componentes e concentracfes, pois para obter uma melhor reprodutibilidade
cromatografica na integracdo dos componentes mais concentrados teria que se diluir o extrato,
perdendo assim informacédo sobre os componentes minoritarios, que sao frequentemente os mais
relevantes para a definicdo das caracteristicas especificas da amostra.

Na Tabela 3.7 e Figura 3.5 apresentam-se as médias e os desvios padrdo das médias das
concentracbes de acidos gordos saturados, insaturados, monoinsaturados, di-insaturados e

polinsaturados para 0s queijos provenientes da mesma regiao.

Tabela 3.7: Médias e desvios padrdo das concentragdes relativas de &cidos gordos saturados, insaturados,
monoinsaturados, di-insaturados e polinsaturados de Queijos de Coalho produzidos na mesma microrregido.

Saturados Insaturados Monoinsaturados Di-insaturados Polinsaturados
Regioes  \isqia  DP  Média DP  Média DP  Média DP  Média DP
R1 48,02 2,3 51,1¢ 2,3 43,7° 2,8 5,52 0,9 1,94 0,1
R2 55,2b¢ 4,5 43,53 4,2 37,73 3,8 4,72 0,5 1,12 0,2
R3 51,420 2,7 47,0 2,8 39,3akc 3,8 6,42 2,1 1,43bc 0,3
R4 54,8b¢ 4.4 43,9% 4,5 37,7% 3,7 4,92 0,8 1,23 0,4
R5 51,42 1,3 47,8bc 1,2 41,8 11 4,42 0,2 1,6% 0,2
R6 57,2¢ 2,4 41,92 24 35,22 4,9 5,22 34 1,50 0,2
R7 55,9b¢ 1,5 43,4% 1,4 37,6% 3,1 3,82 2,6 1,94 0,3

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencgas significativas (p <
0.05)
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Figura 3.5:. Acidos gordos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI), di-insaturados (AGDI) e polinsaturados
(AGPI) presentes nas amostras do Queijo de Coalho artesanal produzido nas microrregides do Sertdo da Paraiba.

Os queijos da regido de Catolé do Rocha (R1), distinguem-se dos restantes por apresentar a média
mais baixa de acidos gordos saturados e a média mais alta de acidos gordos monoinsaturados, uma
caracteristica relevante do ponto de vista nutricional; estes queijos apresentam ainda médias elevadas
de acidos gordos di-insaturados e polinsaturados o que globalmente Ihes confere caracteristicas
interessantes do ponto de vista nutracéutico.

A situacdo inversa observa-se para a regido de Itaporanga (R6) que apresenta o menor teor médio
de acidos gordos insaturados, o maior teor de acidos gordos saturados e uma média relativamente
baixa de acidos gordos polinsaturados. Quanto aos &cidos gordos polinsaturados a regido de
Cajazeiras (R2) foi a que apresentou menor média (1,13%) e as regifes Serra do Teixeira (R7) e Catolé
do Rocha (R1) apresentaram médias mais elevadas, respetivamente, 1,99% e 1,91%.

As Tabelas 3.8, 3.9 e 3.10 apresentam as médias e desvios padrédo das concentra¢cdes dos ésteres
metilicos dos &cidos gordos saturados individuais por amostra.
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Tabela 3.8: Médias e desvios padrédo das concentracdes de acidos gordos saturados de C6:0 a C14:0a identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido
no Sertdo da Paraiba, Brasil.

C6:0 C8:0 C10:0 C12:0 C13:0b C13:0a C14:0c C14:0b C14:0a

Queijos
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

RIAL 0072 000 03® 001 10%® 005 1,8% 008 0,05<* 0,00 0,05 0,00 0,2 001 0,00* 000 7,0%d 0,09
R1A2  01% 000 02* 009 08 004 14% 005 0,04% 000 0,04 000 03%@ 001 0,00 000 59 07
RIA3 007 001 03* 005 08 01 14% 02 004%e 001 0,05%< 001 03%a 002 0,00° 000 59 07
RIA4 008 000 03%® 000 1% 001 1,9%* 006 0,05°* 000 006" 000 039 00l 122 005 64%d 0,05
R2AL 0,08 006 012 002 09% 000 1,8% 01 0042 000 0042 001 020 001 08 07 7,5%4 01
R2A2  0,09% 003 03% 002 09% 001 17%d 007 0,04% 000 0042 000 0,296 002  1,0% 0,08 6,1% 0,01
R2A3 0,05 002 02@ 007 11% 005 1,7°9 02 0,04%cde 001 0,05% 001 0,296 006 122 01 67%d 02
R2A4 0,08 002 03% 003 12% 01 1,9¢% 0,09 003%d 001 005%< 000 039 002 042 009 78< 0,09
R3AL  01% 001 028 01 09% 01 16%d 003 004 000 004® 000 01% 001l 08 03 59% 0.2
R3A2  02% 007 03 002 18 06 19 01 0022 001 003 001 02% 001 1282 17 59 19
R3A3  01% 001 03% 000 1,2% 005 1,9% 02 0,03%d 001 004%d 001 03%d 008 122 08 69¥d 10
R3A4 006 008 028 002 09% 04 128 004 004 000 0,05% 000 03%9 001l 06° 002 542 0,2
R4AL 008 002 02¢ 002 08® 000 1,5% 005 0,03%d 0,00 003 000  01° 000 05 004 58% 06
R4A2 0,09 001 032 000 1,2%c 01 19 002 005 0,00 0,06% 000 0,26 001 042 001 859 0,04
R4A3  0,2%c 009  03% 001 1,3%c 002 19k 04 002 0,01 005% 001  01% 003 122 09 7,6 09
R4A4  02%c 006 012 02 07¢ 04 16%d 03 003% 001 004%d 001 02%d 003 022 0,06 7,0%d 07
RSAL 008 002 03%® 005 09% 007 1,7%< 0,07 0,03%d 000 005%< 000 0299 001l 09 01 66%d 0,05
R5A2 0,07 001 028 002 09% 001 15% 002 006% 001 0,05 000 03%9 000 09 002 62 0,09
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(Tabela 3.8 continuagéo)
C6:0 C8:0 C10:0 C12:0 C13:0b C13:0a C14:0c C14:0b Cl14:0a
Média DP Média DP Média DP Média DP Média Média DP Média DP Média DP Média DP
R5A3 0,072 0,01 0,22 0,05 09* 0,07 1,6%*«< 0,1 0,05% 0,01 0,05%¢f 0,01 0,3 0,03 0,9 0,2 6,1%c 0,1
R5A4  0,09% 0,02 0,22 0,03 09% 0,05 1,6%d 0,1 0,043 (0,01 0,06 0,00 0,39 0,02 0,9 0,2 6,4% 0,07
R6A1  0,09% 0,01 0,42 0,06 1,6° 0,02 2,5¢ 0,09 0,04%cde 0,00 0,05%cdef 0,00 0,2bde" 0,01 0,92 0,1 8723« 0,05
R6A2  0,09% 0,02 0,3 0,02 09® 009 1,6% 0,2 0,06° 0,01 0,05%« 0,00 0,3°9 0,04 0,72 0,3 6,9%c 0,1
R6A3 0,062 0,02 0,3 0,02 1,1%¢ 0,08 1,84 0,12 0,04%c€ (0,00 0,06%f 0,00 0,2¢%f 0,04 0,92 0,2 7,23 0,6
R6A4 0,042 0,00 0,4 0,02 1,1%¢ 0,06 2,0¢ 0,1 0,05¢ (0,01 0,05%ce 0,01 0,3 0,02 1,12 0,01 6,93 0,1
R7A1 0,49 0,01 0,12 0,04 1,1%c¢ 0,3 1,73« 0,04 0,053 (0,01 0,06 0,00 0,39 0,01 0,00a 0,00 7,8% 0,05
R7A2 04 0,2 0,22 0,1 1,23c¢ 0,01 2,1% 0,02 0,05% 0,00 0,07" 0,00 0,3¢ 0,02 0,00a 0,00 8,5¢ 0,05
R7A3 0,4 0,09 0,22 0,1 1,2%c 0,2 1,7%« 0,03 0,06% 0,00 0,07¢" 0,00 0,3 0,02 0,00a 000 7,8« 0,1
R7A4 0,3d 0,07 0,12 0,08 0,9% 0,00 1,6%4 0,06 0,06% 0,00 0,06%f 0,00 0,3 0,00 0,00a 0,00 7,33 0,06

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencas significativas (p < 0.05)

Queijos

Tabela 3.9: Médias e desvios padrédo das concentragcfes de acidos gordos saturados de C15:0d a C17:0a identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido
no Sertdo da Paraiba, Brasil.

Queijos C15:0d C15:0c C15:0b C15:0a C16:0d C16:0c C16:0b C16:0a C17:0c C17:0b

Média DP Média DP  Média DP Média  DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
R1A1 0,4% 0,01 0,9%bcdelsh 0,04 0,042 0,00 1,18 0,04 0,4% 0,01 1,3 0,02 0,006 0,00 182% 14 0,62 0,06 0,9’ 0,00

R1AZ  gsace g1 1,1cdef0h 0,00 0,002 0,00 1,5¢% 0,05 0,62 0,03 0,62 0,8 0,42 0,6 18,0 0,5 0,73 0,02 1,29k 0,02

R1A3  q5ebcdel 0,08 1,1%Mi 0,04 0,002 0,00 1,4% 0,06 0,6°%" 0,09 0,82 11 0,008 0,00 19,3%® 11 0,7bceefa 0,01 1,1¢e 0,04
R1A4 et 02 1,29 0,04 0,012 0,02 1,3 0,02 0,6 0,05 0,92 0,1 0,000 0,00 17,4 0,5 0,73l 0,02 1,0%%" 0,03
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(Tabela 3.9 continuagéo)

Ci1s:.0d C15:0c C15:0b C15:0a Cle:0d C16:0c C16:0b Cl6:0a C17:0c C17:0b
Média DP  Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP  Média DP  Média  DP
R2A1 o5t 0,06  09%W" 004 0108 007 15% 006 05 01 05 07 1,3 05 224® 11 07%® 005  0,9%° 0,09
R2A2 g 001 09 006 006° 008 157 02 06 003 000a 000 25 03 232° 15 08 001 09" 0,04
R2A3 o6« 01  09%*9 02 028 003 15% 008 06 01 000a 000 1,62 04 216® 46 089" 003 10% 01

Queijos

R2A4 0,6%9 0,03 1,096 007 0042 001 16" 0,09 06 003 000a 000 122 01 21,9® 1,7 08" 001 1,0° 0,03
R3A1 0,3% 0,02 0,7% 0,01 0,03 0,04 0,98 0,02 0,3® 0,06 0,00 0,00 1,68 06 168 0,01 0,5% 0,04 0,62 0,02
R3A2 0,6% 0,2 0,8%< (005 0,03 0,04  1,0% 0,00 0,6%< 01 1,12 15 258 36 17,80 41 0,52 0,05 0,8% 0,01
R3A3 0,6°%' 01 0Q%ckfei 9o Q22 0,03 14kl 03 06%ce 004 09 13 228 12 199® 08 07%cel 01 9kl 02
R3A4 0,6 002 11 001  000a 000 169" 02  07%% 0,02 2,72 0,05 1,5° 0,06 19,4* 05 0,7 0,00 1,2k 0,00
R4A1 0,32 0,02 0,62 0,07 003 0,00 1,0 0,09 0,32 004 0,00* 0,00 152 01 203 15  0,6%%® 0,06 0,6 0,08
RAA2  ggbedels 000  1,1%€Wi 001  0,04% 0,01 179" 001 05% 000  0,00° 0,00 1,18 0,03 236® 01 07¥cels Q1 1,00 001
RA4A3 0,4%c 0,03 0,8% 01 009 009 099 008 04 0,04 078 10 1,98 1,2 192* 01 0,5 0,00 0,8 0,08
R4A4 0,4%c 0,05 0,8%¢ 01 0018 001 13%< 005  04% 005 000a 0,00 0,82 000 247° 37 0,6%¢ 0,07 0,7% 01
RSA1 0,5 0,03  1,1%fhi 0908 0,000 0,00 1,5%fF 0,00 05%ce Q1 042 05 1,32 04 199® 09 0,89 0,02 1,1¢h 0,02
RSA2 0,6%' 0,01  1,1%fhi 000 0,00a 0,00 179" 0,04 0,6%< 002 03 05 1,42 04 190* 03 0,89 003 1,16k 003
R5A3 0,6 0,07 1,1%i 005  0,07% 009  15% 003 0,6%% 0,09 042 05 1,3 03 190® 13 Q7% 003 1,14k 005
R5A4 0,79 0,06 1,3% 0,03  0,00° 0,00 17" 007 06%<% 003 000a 0,00 1,58 02 193* 04 0,8 0,03 1,2¢nk 0,03
R6A1 0,6 002 100 003  0,00° 000 1,4%%% 004 05%<% 004 000a 0,00 1,58 02 222®% 01 07%dle Q01 0,gbceih 0,02
R6A2 0,6 0,09  1,0%Mhi 007 0,000 0,00 179" 0,09 0,6°* 0,06 03 05 1,22 0,03 232* 0,00 0,89 0,05 11"k (07
R6A3  gpgabcdef (o1  g,1%fhi 02 0,042 0,06 1,79 02 06%% 02 000a 0,00 1,72 02 233 14 0,89 0,1  1,0c%d 0,09
R6A4 0,799 0,03 09bwehi 008 0,058 0,07 14 007 0,6%c Q1 0,72 0,04 1,22 0,03 231* 17 0,9 0,02 1,2k 0,05
R7A1 0,8° 0,01 1,3" 003 005 0,08 1,8 02 08 01 15 08 200 28 194% 33 0,9%" 0,08 1,3 0,06
R7A2 0,7 0,03 1,3 006 007% 0,08 1,9" 0,08 0,8 0,05 1,22 12 23 32 200® 32 0,9" 0,09 1,4 0,02
R7A3 0,79 0,07 1,31 007 008 004 189 0,00 0,7%" 0,08 09 05 09 14 203% 1,7 0,9" 0,06 1,3% 0,01
R7A4 0,6 0,02 1,2¢h 001 0,068 0,05 167" 0,06 0,7 0,08 08 11 000a 000 223* 05 0,89 0,03  1,0% 006

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencas significativas (p < 0.05)
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Tabela 3.10: Médias e desvios padrao de acidos gordos saturados de C18:0 a C24:0 identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da Paraiba,
Brasil.

Queijos C17:0a C18:0 C19:0 C20:0 C21:0 C22:0 C23:0 C24:0

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP  Média DP Média DP
RIAL  pgwe 01 1168 23 019 004 08 01 006® 003 01® 004 005 001 0,12 0,03
R1A2 1,3% 005 98 02 02%d 001 05% 001 0,08 001 02 000 0,09 0,01 0,12 0,00
RIA3 130 000 1262 1,1 0,2°d 000 0,62 0,03 0,71%cde 000 0,22 0,01 0,12cdef 00 0,12cdel 001
R1A4 qomed 004 11,32 08 072%c 001 05% 001  006% 0,00 0,2 0,00 0,08%< 000 0,12 0,00

R2A1  qbede 01 1232 14 02®cel 008 05% 072 01 006 0,30 0,1 0,1°¢ 0,08 0,2 01
R2A2  gaeth 02 1158 12 0,2%f 004 05% 0,06 0,%cde 0,01 0,3%cd 0,02 0,1¢ 0,01 0,2¢ 0,02
R2A3  qg0efn 02 1282 36 0,3 0,09 07% 02 01¢ 005 037¢ 01 0,29 0,05 0,2 0,05
R2A4 1,29 005 962 08 02®cdl 002 04%° 0,03 0,08®e 0,01 0,22 001 0,10 001 0,22cdel 001
R3AL 0,72 002 150* 03  01® 000 0,7b° 000 0032 000 012 0,00 0,042 0,00 0,09% 0,00

R3A2  ggac 002 12,12 0,2 0,1 0,00 042 005 004® 000 0,12 0,02 0,04% 001 0,072 0,00
R3A3 g qpede 1 10,98 2,9 O022@cdef 004 05%c 01 0,08 (0,01 0,28cd (004 0,09%cde 02 0,12l 02
R3A4 1,3¢%f 001 12,320 0,3 0,2%cef 001 05% 0,02 0,07%d 000 0,234 001 0,18kl Q0  0,1bcdel 0,00

R4A1 o7 01 136 18 0,12 0,03 0,5%¢ 0,02 0,072® 0,01 0,28 0,2 0,05%® 0,01 0,13%cde 0,04

R4A2 1,3%h 0,00 12,32 0,07 0,3%" 0,00 0,7%¢ 0,01 0,1% 0,00 0,4 0,00 0,1¢f¢ 0,00 0,2¢" 0,00

R4A3 0,82 0,00 13,3 05 0,1%»© 0,01 0,6%° 0,01 0,042 0,00 0,12» 0,01 0,05%¢ (0,00 0,18 0,01

R4A4 1,1 0,00 14,92 2,8 0,23« (002 0,6%° 0,06 0,08%« (0,01 0,23 0,04 0,13cdf Q01 0,23cdel 0,02

R5A1 1,3%f 0,07 10,82 1,4 0,23cdf 0,02 0,4% 0,03 0,073¢ 0,01 0,23 0,01 0,092’ (001 0,13’ 0,03

R5A2 1,4¢fh 0,06 12,12 0,2 0,23ccef 001  0,6%°¢ 0,03 0,1bc¢¢ 0,01 0,32 0,01 0,1¢defs 0,00 0,2¢¢f 0,01

R5A3  pgdefn 006 11,28 1,4 0,22kl 002 0,5 0,01 0,092 0,00 0,23 0,00 0,13cdef (0,00 0,230cdet 0,00

RSA4 g 4eh 001 11,88 06 0,3 0,00 0,5%c 0,01 0,09%cde (01 0,2ecd 0,01 0,2¢ 0,01 0,2¢ 0,01

R6A1 1,2¢¢ 0,01 12,28 0,7 0,2¢def 0,01 0,42 0,01 0,093 0,00 0,23 0,01 0,13cdef 000 0,23cdet 0,00

R6A2 1,79" 0,02 12,28 0,9 0,3¢" 0,01 0,6%° 0,00 0,1¢%¢ 0,00 0,34 0,01 0,2¢f 0,00 0,2¢%f 0,00
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(Tabela 3.10 continuagéo)
Queijos C17:0a C18:0 C19:0 C20:0 C21:0 C22:0 C23:0 C24:0

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP  Média DP

R6A3 1,3%" 0,04 13,48 0,4 0,23cdef (00 0,5 0,02 0,09%ce (001 0,2%cd (0,02 0,18cdef (0,01 0,230cdeft 0,02

R6A4 1 4eh 01 10,328 2,5 03% 006 05% 004 071%cde Q1 0,28 003 0,29 001  0,2% 0,01
R7AL 1,69 01 12,74 05  0,3% 002 05% 005 0,08bcde (001 0,28cd 003 0,09%cde (001 0,12bcde (02
R7A2 1,7" 0,04 10,12 0,1 0,3 0,01 0,6%c 0,03 0,13%cde Q0 0,2ecd 0,00  0,1%0 0,02 0,128cdel 00

R7A3 1,69 0,01 12,32 0,6 0,3 0,00 0,6%c 0,00 0,09%cde Q0 0,2abcd (01 0,lacdel Q0 0,12bcdel (00

R7TA4 g 3defh 002 11,820 1,2 0,22df 001 05% 003 0,1%<de 004 022 001 0,062 000 0,09%c 0,01
Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencgas significativas (p < 0.05)
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Os acidos gordos C6, C8, C10 e os acidos gordos com um numero impar de carbonos como C13,
C15, C17, C19, C21 e C23 estdo presentes em concentracdes reduzidas nas amostras de queijo, no
entanto sdo acidos que apresentam maior variabilidade entre queijos pelo que poderdo estar mais
relacionados com caracteristicas especificas de cada queijo e em particular com a sua microbiota.

Os acidos gordos com um numero de carbonos inferior a 10 apresentam alguma volatilidade,
contribuindo dessa forma para a definicdo do aroma dos queijos. No entanto, os acidos gordos com
mais de 10 carbonos por serem menos volateis influenciam mais o sabor do que o aroma dos queijos.

Zengin e colaboradores (2011) encontraram os mesmos &cidos gordos saturados em amostras de
gueijo branco na Turquia, e ainda o acido gordo C11:0 que néo foi identificado nas amostras de Queijo
de Coalho da Paraiba.

Os acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0a), palmitico (C16:0a) e estearico (C18:0) sdo os que
apresentam maiores concentracdes relativas, de entre os acidos gordos saturados. Os mesmos acidos
gordos foram identificados em queijos Mozzarela por Kim et. al. (2014). Estes acidos gordos saturados
de cadeia média, em particular os acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0) exercem
efeitos hipercolesterémicos, pelo que a sua presenca néo favorece o potencial nutracéutico dos queijos
(Moraes e Colla, 2006; Lima et al., 1998). O queijo com menor concentracdo de acido laurico (C12:0)
e 4cido miristico (C14:0) foi o queijo R3A4 (microrregido Sousa; localidade St. Redenc¢éo), que também
nao apresentou um teor elevado de acido palmitico (C16:0). O queijo com o menor teor de acido
palmitico foi também da regido de Sousa, mas da localidade de Paulista (R3A1). Os restantes queijos
da regido de Sousa (R3) bem como da regido de Catolé do Rocha (R1) apresentaram alguns dos teores
mais baixos destes acidos gordos saturados de cadeia média. Pelo contrario, os queijos das regides
de Itaporanga (R6) e Serra do Teixeira (R7) tiveram concentragfes elevadas destes acidos gordos
saturados de cadeia curta nomeadamente, foi da regido 7 o queijo com os maiores teores dos &cidos
laurico e miristico (R7A2 - Serra do Teixeira, Mae d’Agua). Os queijos da regido de Itaporanga (R6)
apresentaram os teores consistentemente mais altos de &cido palmitico, mas a amostra com a
concentracdo mais elevada deste acido foi da regido de Patos, da localidade St. Cachoeira (R4A4).
Temiz e colaboradores (2008) encontraram teores relativos dos principais acidos gordos saturados em
queijo Herby situados nas gamas encontradas para o Queijo de Coalho - C14:0 (5,38 a 8,48), C16:0
(16,75 a 24,71) e C18:0 (9,60 a 15,01).

As concentragdes relativas médias dos acidos gordos saturados C6:0 a C24:0, para o conjunto dos

queijos produzidos em cada microrregido sao apresentadas nas Tabelas 3.11, 3.12 e 3.13.

82



Capitulo 3
Determinacao do perfil de 4cidos gordos do Queijo de Coalho artesanal da Paraiba

Tabela 3.11: Média e desvio padrdo das concentracdes relativas de acidos gordos saturados de C6:0 a C14:0a identificados no Queijo de Coalho artesanal produzido nas
microrregifes no Sertdo da Paraiba, Brasil.

. C6:0 C8:0 C10:0 C12:0 C13:0b C13:0a C14:0c C14:0b C14:0a
REGIOES
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP  Média DP Média DP Média DP Média DP
R1 0,082 0,01 0,3% 0,06 0,92 0,2 1,62 0,3 0,04%c 0,01 0,05® 0,01 0,2°¢ 0,05 0,32 0,6 6,32 0,6
R2 0,072 0,03 0,3 0,09 1,08 0,1 1,82 0,2 0,04%¢ 0,01 0,04 0,01 0,2°¢ 0,04 0,9° 0,4 7,0%c 0,7
R3 0,12 0,05 0,3% 0,1 1,28 0,5 1,78 04 0,03 001 0,04 0,01 0,22 0,08 0,9° 0,8 6,08 1,0
R4 0,12 0,05 0,23 0,1 1,08 0,3 1,78 0,3 0,03* 0,01 0,05 0,01 0,22 0,06 0,63° 0,5 7,2bc 11
R5 0,082 0,01 0,2% 0,05 0,92 0,06 1,62 0,1 0,05 0,01 0,05 0,00 0,3° 0,03 0,9 01 6,32 0,2
R6 0,072 0,02 0,3* 0,05 1,28 0,3 1,98 0,4 0,05« 0,01 0,05 0,01 0,2°¢ 0,04 0,9° 0,2 7,3b¢ 0,6
R7 0,4° 0,1 0,12 0,09 1,18 0,2 1,88 0,2 0,056¢ 0,01 0,07¢ 0,01 0,3¢ 0,02 0,008 0,00 7,9¢ 0,4

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencas significativas (p < 0.05)

Tabela 3.12: Média e desvio padrédo das concentracgdes relativas de acidos gordos saturados de C15:0d a C17:0a identificados no Queijo de Coalho produzido nas microrregides
no Sertdo da Paraiba, Brasil.

N C15:0d C15:0c C15:0b C15:0a C16:0d C16:0c C16:0b C16:0a C17:0c C17:0b
RECIOES Média DP Meédia DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
R1 0,5% 0,05 1,1 0,1 0,01& 0,02 1,3% 0,2 0,63° 0,1 0,9 0,6 0,12 0,3 18,22 1,0 0,73 0,05 1,0°« 0,1
R2 0,6 0,08 0,92 0,1 0,09 0,07 1,5%¢ 0,1 0,6° 0,08 0,12 0,3 1,62 0,6 22,3¢ 21 0,8°¢ 0,06 0,9%c 0,1
R3 0,5 0,2 0,920 0,2 0,022 0,03 1,22 03 0,53 0,1 1,26 1.3 1,9 15 18,52 21 0,62 0,1 0,820 0,2
R4 04 01 0,82 0,2 0,043 0,05 1,22 03 0,42 0,1 0,22 0,5 1,3 0,7 219 29 0,62 0,09 0,82 0,1
R5 0,6 0,09 1,14 0,09 0,02% 0,05 1,6 0,1 0,62 0,06 0,3 04 1,4% 0,3 194 0,7 0,8 0,05 1,1 0,04
R6 0,6 0,07 1,0 0,09 0,02% 0,04 1,5%¢ 0,2 0,6° 0,1 0,3 04 1,43 0,2 22,9¢ 09 0,8 0,09 1,0°« 0,08
R7 0,7 0,1 1,3¢ 0,08 0,07® 0,05 1,8 0,2 0,7¢ 0,09 1,1% 0,8 1,32 19 20,5%c 22 0,9¢ 0,09 1,24 0,1

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencas significativas (p < 0.05)
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Tabela 3.13: Média e desvio padréo das concentragdes relativas de acidos gordos saturados de C18:0 a C24:0a identificados no Queijo de Coalho produzido nas microrregides
no Sertdo da Paraiba, Brasil.

] C17:0a C18:0 C19:0 C20:0 C21:0 C22:0 C23:0 C24:0

RECIOFS \ledia DP  Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP  Média DP  Meédia DP
R 11® 02 11,3 15 02% 004 06 01 007 002 02® 004 008" 002 012 002
R 13 02 115 20 02 006 05 01 01° 004 03 009 01 005 02° 005
R3 098 02 126° 19 02¢ 005 05 01 0068 002 022 007 007 004 01 005
R4 098 03 135 16 02® 007 06 006 008" 004 02® 010 009% 004 02%® 0,05
Ro 14 007 115 09 02 003 05 006 009% 002 02® 004 01 003 02 004
Ro 14 02 119 16 029 004 05 009 01° 002 03" 005 01¢ 003 02® 0,03
R7

1,5¢ 01 11,78 1,2 0,3¢ 0,03 0,62 0,04 0,09% 0,02 0,23 0,04  0,13c 0,03 0,12 0,03

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencas significativas (p < 0.05).
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As concentracdes médias mais elevadas dos acidos gordos saturados C6:0, C13:0, C14:0, C15:0,
C16:0, C17:0 e C19:0 encontraram-se para o0 conjunto de queijos da microregido de Serra do Teixeira
(R7), o que evidencia a relevancia destes acidos na fracao lipidica dos queijos desta regido.

Além dos acidos gordos saturados com numero de carbono par, que sdo 0os maioritarios, a fracao
lipidica dos queijos apresentou também concentracdes nao vestigiais de acidos gordos saturados com
numero de carbonos impar (C13:0, C15:0, C17:0, C19:0, C21:0 e C23:0) em particular os acidos C15:0
e C17:0 com concentracdes relativas superiores a 1%. Por outro lado, estes acidos gordos apresentam-
se em concentra¢des que diferem significativamente entre as regifes, que pode contribuir para uma
caracterizagdo diferenciadora destes queijos.

Nas Tabelas 3.14 e 3.15 apresentam-se as concentracfes relativas médias dos acidos gordos
monoinsaturados individuais identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido na

Paraiba.
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Tabela 3.14: Médias e desvios padrao das concentragdes relativas de acidos gordos monoinsaturados de C9:1 a C17:1 identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal
produzido no Sertéo da Paraiba, Brasil.

Queijos co:1 Clo0:1 Cl1i1 C13:1 Cl4:1 C15:1 Cl6:1 C17:1
Média DP  Média DP  Média DP Média DP  Média DP Média DP Média DP  Média DP
R1A1 0,07%f 0,01 0,22 0,01 0,2¢ 0,02 0,19" 0,01 1,28bcd 0,09 0,058 0,00 2,8d 01  06%cd 0,02
R1A2 0,09 0,00 0,12 0,00 0,2 0,00 02" 0,00  1,28cd 006  0,1bcdefoh 005 3,2bcd 0,02 1,29n 0,01
R1A3 0,06’ 0,01 0,12 0,02 0,2¢%" 0,00 0,19" 0,02 1,08 0,3  0,18cdefh 05 3,1bcd 0,3  0,73bcdel 004
R1A4 0,07¢%f 0,00 0,22 0,01 0,29 0,01 0,19" 0,01 1,2a8bcd 0,08 0,1%fh 0,01 2,8cd 0,1 0,7bcdels 0,03
R2A1 0,02abcde 0 01 0,22 0,01 0,043 0,02 0,022> 0,04  1,28cd 0,01  0,12bcdefoh 001 2,64 0,03 0,6%cd 0,06
R2A2 0,002 0,00 0,22 0,00 0,012 0,00 0,002 0,00 1,02 0,05  0,1@cdefh 001 2,4bd 0,04 0,8l 007
R2A3 0,012 0,01 0,099 01  0,05% 0,02 0,04%c 0,01 1,28bcd 02  Q,12bcdefch 04 369 09 0,godefn 02
R2A4 0,0180cd 0,02 0,22 0,03 0,032 0,01 0,002 0,00 15 0,1  0,08%cde’ 001 3,2bcd 0,3  0,9%MN 0,08
R3A1 0,012 0,01 0,12 0,04 0,002 0,00 0,002 0,00 0,82 0,05 0,032 0,00 1,73 0,06 0,32 0,01
R3A2 0,028bcde 0,03 0,22 0,02  0,03%c 0,04 0,032 0,04 1,13 Q2 0,062 0,00 2,4bd 05 04% 0,1
R3A3 0,028bcde 0,03 0,22 0,01  0,05%c 0,04 0,048c 0,05 1,4b<d 02 0,09%cdels 001 284 09 08 03
R3A4 0,07¢" 0,00 0,068 0,09 0,2¢ 0,01 0,19" 0,01 0,9% 0,07  0,1abcdelh 0 05 0,48 0,01  0,9d%fh 002
R4A1 0,02abcd 0,02 0,22 0,01  0,043c 0,04 0,032 0,04 0,9% 0,03  0,083%cdl (01 2,5bcd 0,1 0,4% 0,04
R4A2 0,038bcdel 0 01 0,12 0,1 0,08%cdke (000 0,06 000 1,08c 0,00  0,1acdefh 0 00 2,5bcd 0,03  0,73bcdet 000
R4A3 0,04abcdel 0 00 0,22 0,00 0,073ce 0,02 0,062’ 0,00  1,3%d 0,06 0,042 0,02 2,0bc 0,07 0,4% 0,07
R4A4 0,02abcde 0 03 0,12 0,07 0,08%cde 0,02 0,052l 0,03 1,02c 02  0,07%ce (05 2,1 0,3 0,4%¢ 0,08
R5A1 0,06bcde’ 0,01 0,22 0,01 0,1¢%" 0,01 0,1¢%h 0,01 1,38cd 0,1 0,092bcdefth (05 3,2bcd 0,3 1,0 0,09
R5A2 0,064’ 0,00 0,22 0,00  0,1bcde’ 0,01 0,1¢%h 0,01 1,02cd 0,00 0,2" 0,00 2,6b<d 0,05  0,9%fN 0,02
R5A3 0,06’ 0,02 0,12 0,02 0,2¢%" 0,03 0,1 0,03 1,02 0,03 0,2 0,01 2,9bcd 0,3  Q,9%MN 0,07
R5A4 0,07¢%f 0,01 0,22 0,01 0,2%" 0,03 0,1" 0,02 1,38cd 0,1 0,1¢defgh 0,00 2,7b«d 0,2 0,9%fN 0,05
R6A1 0,048bcdet 0 00 0,22 0,01 0,08%cdke (000 0,063 00 1,08c 0,03  0,1abcdefh 0 00 2,4bcd 002  0,73bcdet 005
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(Tabela 3.14 continuagéo)

. Ca1 C10:1 Cli1 Ci3:1 Cl4:1 C15:1 Cl6:1 Cir:1
Quetjos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
R6A2 0,043bcdef 0,01 0,12 0,02 0,08%ce 0,01 0,063 0,01 0,9® 0,08 0,29" 0,02 2,7« 0,3 1,0fon 01
R6A3 0,043bcdef 0,00 0,22 0,01 0,08%ce 0,01 0,063 0,01 1,0%c 0,2 0,2¢%h 0,01 2,9¢ 0,6 0,7°¢ 0,06
R6A4 0,03%cde 0,00 0,22 0,02 0,06% 0,01 0,043 0,00 1,4bcd 0,1  0,]8cdefeh 0,02 399 04 1,2 0,2
R7A1 0,043bcdef 0,01 0,12 0,01 0,1%ce 0,03  0,08%" 0,02 1,28 0,1 0,1¢%fh 0,02 2,7« 0,6  0,9%f" 0,03
R7A2 0,043t 0,00 0,22 0,00 0,1%ce 0,04 0,09 0,01 1,69 02 0,19 0,01 3,1b«d 0,2 12" 0,08
R7A3 0,033bcdel 0,01 0,22 0,06 0,8cd 0,00 0,06 0,00 1,134 0,1 0,2¢efh 0,02 2,904 0,07 1,0¢fon 0,1
R7A4 0,043bcdel 0,01 0,12 0,02 0,28k 0,05 0,08%" 0,03 0,9%c 0,07 0,07¢%" 0,02 2,84 0,9 0,7°dels 0,01

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencas significativas (p < 0.05).

Tabela 3.15: Médias e desvios padrdo das concentracdes relativas de acidos gordos monoinsaturados de C18:1a a C22:1 identificados nas amostras de Queijo de Coalho
artesanal produzido no Sertédo da Paraiba, Brasil.

Queijos Cl8:1a C18:1b C19:1 C20:1 c21:1 c22:1
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
R1A1 32,12 6,2 5,930 0,9  0,45d%fh 0,01 0,72 0,04 0,022 0,02 0,048 0,01
R1A2 35,42 3,9 2,72 3,8 0,7k 0,00 0,82 0,00 0,052 0,03  0,08¢def 0,00
R1A3 27,72 0,1 6,80¢ 0,7 0,6/dni 0,00 0,72 0,02 0,072 0,00  0,08cdef 0,00
R1A4 29,12 0,03 6,75 0,9 0,69 0,02 0,72 0,01 0,052 0,00 0,07abcdef 0,01
R2A1 25,43 4,9 5,630 0,3  0,4abedef 0,00 0,62 0,1 0,092 0,00 0,09¢f 0,03
R2A2 26,72 3,1 4,3% 0,07 0,4 0,02 0,8 0,03 0,2 0,1 0,19%f 0,01
R2A3 25,02 438 4,62 0,4 0,5fgni 0,1 0,8 0,3 0,12 0,02 0,19 0,01
R2A4 27,02 0,6 5,120 0,2 0,61dhi 0,05 0,72 0,2 0,092 0,01  0,08cdef 0,01
R3A1 31,0a 1,0 8,2¢ 0,03 0,22 0,00 0,52 0,03 0,022 0,00 0,022 0,00
R3A2 25,28 2,6 6,230 1,9 0,320 0,02 0,5% 0,01 0,022 0,01 0,022 0,02
R3A3 25,82 1,7 4,73bc 0,7  0,5bcdeigh 0,2 0,62 0,1 0,082 0,03  0,08cdef 0,00
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(Tabela 3.15 continuagéo)

Queijos C18:1a C18:1b c19:1 C20:1 c21:1 c22:1
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
R3A4 31,42 0,03 4,830 0,00 0,7ik 0,02 0,72 0,03 0,072 0,01 0,080 0,00
RAAL 28,82 3,2 8,2° 0,4 0,23 0,01 0,5% 0,1 0,052 0,01 0,032 0,01
RAA2 23,62 0,1 5,630 0,1  0,5deigni 0,01 0,62 0,01 0,12 0,00  0,08cdef 0,00
RAA3 27,82 32 5,4abc 0,00 0,3abcd 0,03 0,5% 0,05 0,052 0,01  0,068bcde 0,01
RAA4 24,82 2,5 5,8abc 0,3  0,3abcde 0,04 0,52 0,09 0,052 0,04  0,04abc 0,01
R5A1 30,02 1,4 4,73bc 0,5 0,7Mik 0,00 0,62 0,06 0,062 0,01  0,068bcde 0,01
RSA2 29,42 0,3 5,120 0,3 0,69 0,00 0,72 0,01 0,12 0,01 0,09¢f 0,00
RSA3 30,82 0,9 4,63bc 0,1 0,69 0,01 0,72 0,05 0,12 0,02 0,1¢f 0,02
R5A4 28,52 0,1 5,03k 0,4 0,7k 0,04 0,72 0,03 0,12 0,04  0,09cdef 0,01
REAL 24,42 0,3 6,530 0,2 0,5efohi 0,04 0,52 0,02 0,092 0,00 0,052 0,00
R6A2 26,22 0,2 4,0 1,0 0,69hi 0,05 0,72 0,09 0,12 0,01 0,080 0,01
R6A3 21,82 6,6 5,930 0,8  0,4bcdefy 0,01 0,62 0,06 0,092 0,01  0,07bcdef 0,01
R6A4 21,52 10,2 2,92 0,07 0,7k 0,10 0,82 0,07 0,12 0,01 0,1' 0,02
R7A1 23,52 2,5 5,18bc 0,2 0,7"i 0,04 0,5% 0,05 0,072 0,01 0,032 0,00
R7A2 23,92 47 3,8% 0,1 0,9% 0,02 0,72 0,07 0,12 0,01  0,068bcde 0,01
R7A3 26,82 0,8 5,020 0,2 0,7"i 0,03 0,53 0,03 0,082 0,07  0,04abc 0,01
R7A4 26,12 0,4 7,50 0,07 0,71k 0,03 0,62 0,01 0,052 0,00  0,04abc 0,03

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencas significativas (p < 0.05).
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Os acidos gordos monoinsaturados identificados nas amostras de Queijo de Coalho foram de C9:1
a C22:1, com exceg¢do do C12:1. Os acidos miristoleico (C14:1), palmitoleico (C16:1), vacénico
(C18:1a) e oleico (C18:1b) sédo os que apresentam valores médios mais expressivos.

Zengin e colaboradores (2011) e Domagala e colaboradores (2010) encontraram resultados
semelhantes nas suas pesquisas para os acidos miristoleico (0,83 a 1,60), palmitoleico (0,42 a 3,90) e
vacénico (21,49 a 35,43) quando comparados com os encontrados nas amostras de Queijo de Coalho.

Alguns acidos gordos monoinsaturados sdo referenciados em outros estudos sobre o perfil de
acidos gordos em queijo, como os acidos nonadecendico (C19:1), gonddico (C20:1), heneicosandico
(C21:1) e erdcico (C22:1), mas que foram evidenciados nas amostras de Queijo de Coalho, o que pode
contribuir na diferenciacdo deste queijo. No seu trabalho, Melo encontrou alguns destes acidos gordos
no queijo do Pico, de Portugal, com excecao do acido ertcico (Melo, 2014).

Os acidos gordos di-insaturados identificados nas amostras de Queijo de Coalho produzido na
Paraiba, encontram-se na Tabela 3.16.
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Tabela 3.16: Médias e desvios padrao das concentracdes relativas de &cidos gordos di-insaturados de C18:2d a C23:2 identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal
produzido no Sertdo da Paraiba, Brasil.

Oueijos c18:2d C18:2a C18:2b C18:2c c21:2 C23:2
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
R1A1 0,92bed 0,3 1,42 1,9 1,9 02 0,018 0,00 0,052 0,04 0,042 0,00
R1A2 0,002bede 0,00 3,52 0,3  2,1abcde 0,02  0,023cd 0,00 0,062 0,04 0,06¢ 0,01
R1A3 0,9¢ 0,2 2,32 0,4 2,8¢ 0,04 0,00 0,00 0,072 0,01 0,043 0,01
R1A4 0,9¢de 0,01 2,32 0,08 2,400 0,05 0,028 0,00 0,072 0,00  0,04bc 0,00
R2A1 0,4abcde 0,6 2,28 07  2,1%cde 0,2 0, 1c0ef 0,00 0,002 0,00  0,012¢ 0,01
R2A2 0, 7abed 0,05 2,02 001 1,82 0,1  0,1bodef 0,01 0,002 0,00 0,002 0,00
R2A3 0,Gabcde 0,2 1,62 03  2,0%cde 0,5 0,1¢f 0,03 0,002 0,00 0,002 0,00
R2A4 0,00¢de 0,00 2,32 0,1 2,400 0,2 0,10 0,01 0,002 0,00 0,002 0,00
R3AL 1,0¢de 0,2 2,92 0,8 2,400 01  0,022c 0,00 0,002 0,00 0,002 0,00
R3A2 1,7abode 0,7 5,02 1,9  1,9abcde 0,2 0,08abcdef 0,09 0,00 0,00 0,002 0,00
R3A3 1,12bcde 0,4 2,72 1,3  2,1abcde 0,6 0,09abcdef 0,05 0,002 0,00  0,010¢ 0,01
R3A4 0, 72bed 0,06 1,72 0,1  1,7@bed 0,04 0,002 0,00 0,07 0,01 0,04 0,01
R4A1 0,000 0,00 2,92 0,4 2,5% 0,1 0,09abcdef 0,01 0,00 0,00  0,012¢ 0,01
R4A2 0,000cde 0,00 1,82 0,1  2,3bede 0,05 0,092bedet 0,00 0,00 0,00  0,012¢ 0,00
R4A3 0,62° 0,8 3,32 0,7 1,620 0,3 0,028 0,01 0,00 0,00  0,012¢ 0,01
R4A4 0,002bede 0,00 2,52 0,1  1,gabede 0,3 0,052bcde 0,02 0,002 0,00  0,012¢ 0,01
R5A1 0,Gabede 0,01 1,42 01  2,0%cde 0,02 0,1¢f 0,01 0,062 0,00  0,022bcd 0,02
R5A2 0,Gabcde 0,06 1,52 02  1,9%cde 0,05  0,1bedef 0,00 0,002 0,00  0,042bcd 0,00
R5A3 0,Gabede 0,08 1,62 0,03  1,9abcde 0,09  0,07abcdet 0,01 0,002 0,00 0,04c 0,02
R5A4 0, 72bede 0,07 1,52 0,08  2,1abcde 0,02 0,1¢f 0,01 0,042 0,06 0,04 0,01
R6AL 0,32bed 0,4 1,82 04  1,92cd 0,02 0,1¢f 0,01 0,002 0,00  0,012%¢ 0,00
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(Tabela 3.16 continuagéo)

Queijos ci18:2d C18:2a C18:2b C18:2c c21:2 C23:2
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média
REA2 0,33bcd 0,4 1,7 0,9 1,62bcd 0,04 0,1¢f 0,02 0,002 0,00 0,018 0,00
R6A3 0,630cde 0,09 1,72 0,1  2,2abcde 0,3 0,1f 0,05 0,002 0,00 0,018 0,00
R6A4 0,630¢d 0,05 5,92 7,7 1,73bed 0,1 0,09abedef 0,01 0,002 0,00 0,002 0,00
R7AL 1,02 1,4 2,72 3.4 1,42 0,2 0,08abcdef 0,02 0,052 0,02  0,02ac 0,02
R7A2 1,08 1,4 2,12 2,9 1,42 0,3 0,053bcde 0,01 0,032 0,04  0,01abc 0,01
R7A3 0,22 0,05 0,42 0,6 1,42 0,1 0,08abcdef 0,01 0,072 0,00  0,02abcd 0,02
R7A4 0,1cde 0,06 0,42 0,6 2,4¢cde 0,09  0,04abcde 0,00 0,08° 0,02  0,03abcd 0,02

Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencas significativas (p < 0.05).
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Os acidos linolelaidico (C18:2d), linoleico (C18:2a) e linoleico conjugado (C18:2b) sédo os acidos
gordos di-insaturados que apresentam valores médios mais expressivos identificados nas amostras de
Queijo de Coalho, que variaram de (0,0 a 1,7), (0,4 a 6,0) e (1,4 a 2,5), respetivamente.

Dada a concentracdo dos extratos observa-se uma co-eluicdo parcial dos acidos oleico (C18:1) e
linoleico (C18:2) o que afeta a integracao deste Ultimo e pode também contribuir para uma variabilidade
acrescida nas concentracdes relativas deste acido entre amostras individuais.

Concentracdes relativas semelhantes foram encontradas para o &cido linoleico por Kim e
colaboradores (2014) em queijo Mozzarela, por Zengin e co-autores (2011) em queijo branco da
Turquia, por Romano e colaboradores (2011) em queijo Mozzarela e por Prandini, e co-autores (2011)
em queijos frescos de leite de vaca. As concentracdes de CLA evidenciadas nas amostras de Queijo
de Coalho sao superiores as concentracdes encontradas por outros autores, o que pode constituir um
fator importante de valorizacdo deste queijo (Zengin et al., 2014; Romano et al., 2011; Oliveira et al.,
2009). Em particular observaram-se concentragfes de CLA superiores a 2% da fracéo lipidica em
queijos de todas as regifes, em particular da regido de Catolé do Rocha (R1A2, R1A3 e R1A4) e na
regido de Cajazeiras (R2A1, R2A3, R2A4); por outro lado as regides de Itaporanga e Serra do Teixeira
sdo as que apresentam menor nimero de queijos com concentracfes de CLA superiores a 2%, sendo
desta ultima as amostras com menor concentragdo de CLA (1,4% nos queijos R7Al e R7A2).

Zengin e colaboradores (2011) analisaram o efeito da temperatura da pasteurizacdo do leite sobre
a composicao dos acidos gordos em queijos branco na Turquia. Essa pesquisa revelou que o &cido
vacénico foi o acido gordo trans em maior quantidade nas amostras de queijo (24,09%), que o acido
rumeénico (C18:2 cis-9, trans-11) foi o maior isomero do CLA encontrado nas amostras (2,16%) e ainda
que a pasteurizacao ndo interferiu na concentragdo desses acidos gordos.

Romano e colaboradores (2011), pesquisaram o contetdo dos triglicéridos, &cidos gordos e CLA
em amostras de queijo Mozzarela por um periodo de um ano. Os resultados encontrados para as
concentracdes relativas de CLA variaram de 0,74 a 0,93%, nas diferentes esta¢gfes do ano.

Prandini e co-autores (2009), estudaram a composicdo dos acidos gordos e do CLA em amostras
de queijos comerciais, entre 0s quais, queijo fresco de leite de vaca. Os autores agruparam as amostras
de queijo relativamente a origem do leite (vaca, cabra e ovelha) e quanto ao processamento dos
queijos. Os queijos de ovelha apresentaram maior contetdo de CLA que os queijos de cabra e de vaca.
A média do CLA em queijo de leite de vaca foi de 5,66 mg/g de gordura (0,566%) e em queijo fresco
de vaca foi de 6,10 mg/g de gordura (0,610%). No entanto, ndo foi encontrada uma diferenca
significativa no conteddo de CLA em queijos com técnicas de processamento.

Oliveira e colaboradores (2009) avaliaram o perfil dos acidos gordos em queijos Mozzarela
produzidos a partir do leite de bifalas alimentadas com diferentes fontes de lipidos. O 6leo de soja
apresentou a maior capacidade de elevar as concentragdes do CLA e do acido vacénico no leite e no
queijo Mozzarela, aumentando o teor de CLA de 1,04% para 2,86%, quando a alimentacdo foi
suplementada com 6leo de soja.

Santos e colaboradores (2011) observaram o mesmo efeito de aumento do teor de CLA em Queijo

de Coalho produzido a partir de leite de cabra, suplementando a racdo animal com éleo de soja.
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O grao de soja ou o farelo de soja séo fontes proteicas vulgarmente utilizada para alimentacdo de
gado produtor de leite na regido do Nordeste, o que pode explicar os valores relativamente elevados
de CLA encontrados nos queijos produzidos nesta regido (Gongalves et al., 2009).

Estas observacdes sugerem o potencial da utilizacdo de outras plantas oleaginosas ou residuos do
seu processamento em alimentacdo animal de forma a favorecer a presenca de componentes
funcionais no leite produzido e nos produtos derivados.

Os acidos gordos polinsaturados individuais identificados nas amostras de Queijo de Coalho

artesanal produzido na Paraiba encontram-se na Tabela 3.17.
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Tabela 3.17: Médias e desvios padréo das concentragdes relativas de acidos gordos poliinsaturados de C19:6a a AGPI3 identificados nas amostras de Queijo de Coalho artesanal produzido

no Sertdo da Paraiba, Brasil.

C19:6

C19:3

C20:5

C20:4

C20:3a

C20:3b

Queijos AGPI1 AGPI2 C22:6 AGPI3
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
R1A1 0,29 0,01 0,2¢fa 0,00 0,32¢ 0,03 0,06b 0,01 0,12 0,00 0,19 0,00 0,012 0,00 0,42 0,02 0,2abed 000 0,62 0,10
R1A2 0,29" 0,00 0,29 0,01 0,2a¢ 0,01 0,062 0,00 0,12 0,02 0,2bcdefs .00 0,002 0,00 0,32 0,01 0,2¢def 0,00 0,32 0,02
R1A3 0,2 0,01 0,3" 0,01 0,228 0,02 0,073 0,01 0,092 0,01 0,2¢defah 0 02 0,002 0,00 0,32 0,05 0,1a3bcd 0,00 0,42 0,06
R1A4 0,2 0,01 0,2 0,00 0,226 0,01 0,068> 0,01 0,12 0,05 0,1bcdefs 0,01 0,022 0,00 0,32 0,00 0,2abcd 0,04 0,420 0,01
R2A1 0,1%fs 0,02 0,022 0,03 0,22> 0,02 0,022 0,00 0,052 0,05 0,23¢ 0,00 0,052 0,08 0,12 0,01 0,1acde (0,01 0,1a° 0,18
R2A2 0,062 0,01 0,012 0,00 0,22¢ 0,02 0,00% 0,00 0,022 0,01 0,32 0,03 0,042 0,00 0,22 0,01 0,2 0,01 0,0020 0,00
R2A3 0,l1abkcde (0,01 0,062¢ 0,01 0,22¢ 0,08 0,012> 0,01 0,032 0,02 0,23¢ 0,07 0,072 0,02 0,22 0,08 0,2¢def 0,05 0,12 0,18
R2A4 0,l1abkcde (0,03 0,002 0,00 0,22¢ 0,02 0,008 0,00 0,092 0,11 0,23 0,03 0,072 0,02 0,22 0,02 0,2¢def 0,02 0,082b 0,12
R3A1 0,1acd 0,00 0,002 0,00 0,2ac 0,01 0,008> 0,00 0,008 0,00 0,07°%f 0,01 0,03 0,01 0,22 0,01 0,12 0,00 0,420 0,02
R3A2 0,1cdefe 0,02 0,2¢% 0,04 0,4° 0,17 0,058 0,03 0,032 0,00 0,092bcd 0,02 0,002 0,00 0,42 0,06 0,2ab¢ 0,03 0,22 0,09
R3A3 0,062 0,01 0,012 0,00 0,22 0,05 0,012> 0,01 0,062 0,06 0,2abcd 008 0,09 0,02 0,22 0,02 0,23bcde (001 0,2° 0,01
R3A4 0,1%fs 0,00 0,2¢ 0,01 0,22 0,00 0,052b 0,00 0,202 0,20 0,2bcdet 0 00 0,002 0,00 0,22 0,02 0,1cdef 0,01 0,32 0,00
R4A1 0,3 0,00 0,052 0,04 0,22> 0,03 0,12 0,21 0,052 0,05 0,06bcdefs 0 01 0,032 0,02 0,22 0,02 0,32 0,20 0,32 0,09
R4A2 0,092bcd 0,01 0,052 0,01 0,120 0,01 0,012 0,01 0,062 0,05 0,2abed 001 0,072 0,00 0,22 0,00 0,2bcde 0,00 0,2ab 0,01
R4A3 0,072 0,00 0,03a¢ 0,01 0,3 0,03 0,012> 0,02 0,082 0,07 0,13¢d 0 00 0,03 0,03 0,28 0,02 0,092¢ 0,04 0,2ab 0,01
R4A4 0,1abcd 0,00 0,032 0,02 0,236 0,05 0,008 0,00 0,022 0,01 0,13cd 001 0,012 0,02 0,22 0,06 0,13b¢ 0,05 0,2ab 0,01
R5A1 0,2 0,01 0,072bcd 0,00 0,236 0,03 0,052 0,00 0,052 0,00 0,2bcdels 0 03 0,05 0,01 0,22 0,04 0,2¢def 0,03 0,320 0,03
R5A2 0,2¢fh 0,00 0,1%f 0,01 0,22 0,00 0,062 0,00 0,062 0,00 0,2bcdefs .00 0,042 0,00 0,32 0,02 0,21%f 0,01 0,320 0,01
R5A3 0,1dfeh 0,01 0,1¢f 0,01 0,22¢ 0,02 0,068 0,01 0,072 0,01 0,2bcdefs 0 03 0,05 0,01 0,32 0,05 0,2%" 0,03 0,320 0,04
R5A4 0,1%fs 0,00 0,08bcd 0,01 0,12 0,02 0,052 0,01 0,062 0,02 0,2bcdefs 0 02 0,062 0,01 0,22 0,02 0,2¢def 0,02 0,42b 0,03
R6A1 0,l1abcdef 0 01 0,052k 0,00 0,22> 0,01 0,032 0,00 0,032 0,00 0,2abcde 0 02 0,062 0,00 0,22 0,02 0,23kcde (0,00 0,2ab 0,01
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(Tabela 3.17 continuagéo)

) C19:6 c19:3 C20:5 C20:4 C20:3a C20:3b AGPI1 AGPI2 C22:6 AGPI3
QUeloS \lcdia  DP  Média DP  Media  DP Média DP Média DP Média DP Média DP  Média DP  Média DP  Média DP
R6A2 0,1bcdefs 0,00 0,1%% 0,03 02 003 (o4 001 003 000 03%% 005 004 001 03 0,05 03 0,05 0,3 0,06
R6A3 0,094 0,03 0,073 0,05 03% 006 003 004 0042 003 020 002 012 0,03 03 001 072 0,03 0,2° 0,01
R6A4 0,09 0,00  0,06%c 0,03 02%° 003 (go4® 001 0022 001 020 004 0072 0,02 03 002 02% 0,04 0,3 0,02
R7A1 0,2k 0,01 0,29 0,00 02® 002 (1% 003 008 006 O01¢" 003 0018 0,00 022 01 02% 001 0,52 0,08
R7A2 0,2k 0,02  0,06% 0,01 01 002 g1 01 006 005 019 000 00128 0,00 03 01 02%d 0,00 0,62 0,06
R7A3 0,24 0,02 0,29 0,01 02% 001 1% 001 0022 002 04" 002 001% 001 03 02 02%d 0,03 0,72 0,07
R7A4 03 001 03" 0,01 0la 000 (1 001 000a 0,00 01 003 000 001 022 003 02%d 017 0,82 0,08

Legenda: AGPI1-4cido gordo polinsaturado 1; AGPI2-acido gordo polinsaturado 2; AGPI3-acido gordo polinsaturado 3.
Médias nas mesmas colunas e com diferentes letras em sobrescrito, apresentam diferencas significativas (p < 0.05)
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De entre os acidos gordos polinsaturados identificados nas amostras de Queijo de Coalho, os que
apareceram em todas as amostras foram os acidos nonadecahexandico (C19:6), eicosapentaendico
(C20:5, EPA), eicosatriendico (C20:3b) e docosahexaendico (C22:6, DHA). Além destes, alguns acidos
gordos poliinsaturados néo identificados foram contabilizados no perfil de acidos gordos da fracéo
lipidica e classificados como AGPI1 (acido gordo polinsaturado 1), AGPI2 (acido gordo polinsaturado
2) e AGPI3 (acido gordo polinsaturado 3), porque estavam presentes na maior parte das amostras e
apesar de nao ter sido possivel encontrar padrBes com tempos de retencao coincidentes os espectros
de massa sédo inequivocamente de acidos gordos polinsaturados, pelo que lhes foi atribuida a
identificacdo enquanto grupo funcional.

O contetdo dos acidos eicosapentaenoico e docosahexaendico encontrado nas amostras de Queijo
de Coalho variaram de 0,10% a 0,38% e 0,17% a 0,26%, respetivamente. Estes resultados foram bem
superiores aos encontrados por Zengin e colaboradores (2011), 0,05 e 0,06%, respetivamente.
Romano e colaboradores (2011) relatam apenas a presenca do acido eicosapentaenoico (0,02 a
0,05%) em queijo Mozzarela. Foi encontrado um contetdo similar para o acido eicosapentaendico (0,06
a 0,19 g/100g) no queijo Herby (Temiz et al., 2009), no entanto, o autor ndo faz referéncia ao acido
docosahexaenoico.

Os é&cidos gordos polinsaturados abrangem as familias de 4cidos gordos 6mega-3 e dmega-6. Os
acidos araquidonico e docosahexaenoico desempenham importantes fun¢des no desenvolvimento e
funcionamento do cérebro e da retina. Entretanto, os acidos araquidénico e o eicosapentaenoico sao
precursores dos prostandides e dos leucotrienos, que influenciam inimeras func¢des celulares que
controlam mecanismos fisiolégicos e patoldgicos no organismo; em particular é a estes acidos atribuida
uma acédo anti-inflamatéria mediada pelos metabolitos que deles derivam, pelo que sdo considerados
de grande importancia na prevencdo e melhoria de patologias do sistema cardiovascular, da artrite
reumatoéide e de outros estados fisiologicos que envolvem inflamacgéo (Martin et al., 2006).

Na Figura 3.6 representam-se as concentracgdes relativas médias dos acidos gordos predominantes
no perfil lipidico de queijos produzidos na mesma microrregido do Sertdo da Paraiba. Como ja foi
referido, neste grupo dos acidos gordos maioritarios incluem-se os acidos gordos monoinsaturados
oleico (C18:1) e elaidico (C18:1), que se encontram em concentra¢gfes superiores a 5%, juntamente

com os acidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0), esteéarico (C18:0).
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Figura 3.6:. Acidos gordos maioritarios (C14:0a, C16:0a, C18:1a, C18:1b, C18:0 e C18:2b) do perfil de Acidos
gordos do Queijo de Coalho artesanal produzido nas microrregides do Sertdo da Paraiba.

Os componentes de maior concentracdo, os acidos oleico (C18:1la) e palmitico (C16:0a)
condicionam fortemente a relagdo entre acidos gordos saturados e insaturados, e pode observar-se
gue nas regides R1 (Catolé do Rocha), R3 (Sousa) e R5 (Piancd), a razdo entre as médias das
concentracdes de &cido oleico e palmitico sdo claramente superiores a 1, reflectindo uma maior
insaturacdo da fracao lipidica desses queijos. Pelo contrario, na regido de Itaporanga (R6) essa razao
€ proxima de 1 o que se traduz num maior grau de saturacao dos queijos dessa regido.

Se considerarmos a razdo entre o somatoério das concentracdes médias de acidos palmiticos e
estearico e a concentracdo média de &cido oleico teremos uma boa aproximacdo ao indice de
saturacgdo da fragdo lipidica dos queijos, uma vez que estes séo 0s componentes que mais contribuem
para esse balanco; feita essa avaliagcao a Unica regiao com uma razéo inferior a 1 é a regido de Catolé
do Rocha (R1), com um valor de 0,95 e a regido com uma razao mais elevada € a regiao de Itaporanga
(R6) com um valor de 1,49.

Os 4cidos gordos di-insaturados apresentaram concentragdes médias por regido que variaram na

gama de 0 a 3,5% e representam-se na Figura 3.7.
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Figura 3.7:. Acidos gordos di-insaturados C18:2d, C18:2a, C18:2b, C18:2¢, C21:2 e C23:2 identificados no Queijo
de Coalho artesanal produzido nas microrregiées do Sertdo da Paraiba

Os acidos linoleico e linoleico conjugado destacam-se como os &cidos que se apresentam em maior
concentracdo, dentre os acidos gordos di-insaturados. As regifes de Sousa (R3), Patos (R4) e
Itaporanga (R6) destacam-se pelas concentra¢cdes elevadas de acido linoleico enquanto as regides da
Serra do Teixeira (R7) e de Pianco (R5) apresentam concentracbes mais baixas deste acido. A
presenca de concentragfes elevadas de acido linoleico ndo constitui uma caracteristica favoravel na
medida em que este acido € um percursor do acido araquidoénico ao qual estdo associadas a
propriedades inflamatérias e adipogénicas (Naughton et al., 2016).

Este efeito negativo do &cido linoleico pode ser parcialmente compensado pelo acido linoleico
conjugado (CLA), na medida em que alguns autores (Auldist et al, 2016;Jelifska et al., 2014; Perini et
al., 2010; Martin et al., 2006) observaram em modelos animais que a suplementacdo da alimentagéo
com CLA contribuiu para uma reducao na biossintese de eicosanoides pro-inflamatérios, derivados do
acido linoleico, e associaram ao CLA atividades anticarcinogénicas, antiaterogénicas, anti-inflamatérias
e de reducdo da massa gorda.

Assim, se considerarmos a razdo entre a concentracdo média de CLA e a concentracdo média de
acido linoleico podemos avaliar o contributo destes dois acidos gordos para o carater anti-inflamatorio
da fracéo lipidica e observar que esta razéo € mais alta (> 1,15) para as regides de Piancé (R5) e Serra
do Teixeira (R7) e mais baixa (< 0,7) para as regides Itaporanga (R6) e Sousa (R3). A regido do Catolé
do Rocha (R1) é a regido que apresenta maior concentracdo do CLA, enquanto a regido Serra do
Teixeira (R7) apresenta a menor concentragao.

A concentracdo dos acidos gordos monoinsaturados que se apresentam em pequena quantidade

distribuidos por regido encontra-se na Figura 3.8.
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Figura 3.8:Acidos gordos monoinsaturados com pequena concentragéo identificados no Queijo de Coalho
artesanal produzido nas microrregides do Sertdo da Paraiba.

O éacido miristoleico (C14:1) é o acido monoinsaturado de maior concentracao relativa neste grupo
e apresentou valores médios comparaveis para as diversas regides consideradas. Os acidos
heptadecendico (C17:1) e nonadecendico (C19:1), estdo presentes em concentragfes comparaveis ou
mesmo superiores as do acido eicosendico (C20:1) e apresentam valores médios mais elevados nas
regides Pianco (R5), ltaporanga (R6) ou Serra do Teixeira (R7), o que pode reflectir uma influéncia das
caracteristicas do leite e da microbiota do queijo desta regido.

Na Figura 3.9 apresentam-se as concentragfes médias dos acidos gordos polinsaturados
agrupados por regido. Apesar de se tratarem dos acidos gordos minoritarios no perfil lipidico total com
concentracdes relativas que variaram entre 0 e 0,7%, incluem componentes de grande relevancia
funcional mesmo em concentragfes reduzidas como € o caso do acido eicosapentaendico (EPA, C20:5)
e docosahexaendico (DHA, C22:6), percursores da biossintese de metabolitos anti-inflamatérios e que
portanto se consideram benéficos para diversas patologias que envolvem inflamag&o.
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Figura 3.9: Acidos gordos polinsaturados C19:6, C19:3, C20:5, C20:4, C20:3a, C20:3b, AGPI1, AGPI2, C22:6 e
AGPI3 identificados no Queijo de Coalho artesanal produzido nas microrregidoes do Sertdo da Paraiba.

A regido de Catolé do Rocha distingue-se por apresentar concentracdes médias para os acidos
gordos C19:3, C20:3, C20:4 e AGPI2 superiores as de outras regies e concentracdes também
elevadas dos restantes acidos gordos polinsaturados.

Embora com menores concentragdes relativas de outros acidos gordos polinsaturados a regido de
Serra do Teixeira apresentou concentracdes relativas médias dos &cidos gordos C19:3, C19:6, C20:3

e AGPI1 superiores as da maior parte das restantes regifes.

3.3.1 Correlagdes

A covariancia das concentracgdes relativas de acidos gordos individuais, considerando os principais
grupos funcionais, foi avaliada através da determinag¢édo dos coeficientes de correlacdo de Pearson,
entre os valores médios para os queijos individuais e os valores médios para o conjunto de queijos da

mesma microrregido (Tabela 3.18).
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Tabela 3.18: Coeficientes de Correlacdo de Pearson entre as concentra¢des médias dos cidos gordos agrupados
por grupo funcional, e avaliadas para os queijos de Coalho individuais ou para os grupos de queijos de cada

microregiao
Coef. de Queijos Individuais Regibes
Correlacéo
de AGS AGI AGMI AGDI AGPI AGS AGI AGMI AGDI AGPI
Pearson
AGS 1 -0,994" -0,919” -0,338" -0,700" 1 -0,994” -0,913" -0,379 -0,893"
AGI 1 0,945™ 0,271" 0,732" 1 0,951" 0,282 0,934"
AGMI 1 -0,052 0,676 1 -0,030 0,993"
AGDI 1 0,108 1 -0,065
AGPI 1 1

Legenda: * - correlacdo negativa muito forte; ** - correlacéo negativa forte; *** - correlagao positiva muito forte;
**+* _ correlagdo positiva forte.

Como é natural, dada a forma de célculo destas variaveis, observaram-se correlacdes negativas
muito fortes (|p|>9) entre os teores relativos de acidos gordos saturados (AGS) e de acidos gordos
insaturados (AGI) e em particular os acidos gordos monoinsaturados (AGMI). As categorias funcionais
gue mais se correlacionam (|p|=0,945 ou 0,951) com os &cidos gordos insaturados totais (AGl), foram
os acidos gordos monoinsaturados (0 que se justifica pela sua concentragdo maioritaria) mas também
os acidos gordos polinsaturados (AGPI), que apresentaram correla¢des fortes ou muito fortes (|p|=0,732
ou 0,934), considerando os valores individuais ou as médias por regido. De realgar que os acidos
gordos di-insaturados n&o apresentaram correlagbes fortes ou muito fortes com 0s outros grupos
funcionais, o que pode dever-se a dificuldades na quantificagdo de alguns dos componentes
importantes deste grupo, nomeadamente o &cido linoleico por co-eluicgdo com o &cido oleico de
concentracdo muito superior. Representam-se na Figura 3.10 os coeficientes de correlagcdo de Pearson

para os pares de acidos gordos cujas correlagdes se revelaram fortes (p >0,7) ou muito fortes (p >0,9).
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Como se pode observar na Figura 3.10, registam-se correlacfes fortes e muitos fortes entre as
concentragdes dos acidos gordos com 14 a 19 carbonos, o que indica que 0s seus teores nos queijos
aumentam ou diminuem de forma idéntica o que podera ser uma evidéncia da maior relacdo destes

acidos gordos com as caracteristicas especificas de cada queijo e do seu estado de maturacéo.

3.4 Conclusdes

O perfil de ésteres metilicos de acidos gordos identificados em amostras de Queijo de Coalho da
Paraiba caracterizou-se pela presenca de 57 acidos gordos, em concentragbes variaveis, mas
detetados na maior parte das amostras analisadas;

Os &cidos oleico (C18:1), palmitico (C16:0), estearico (C18:0) e miristico (C14:0) foram os
predominantes correspondendo as concentracdes mais elevadas;

Os perfis de ésteres metilicos dos acidos gordos dos Queijos de Coalho apresentaram acidos
gordos com namero de carbonos que variou entre 6 e 24, com predominancia dos acidos com 18 e 16
carbonos. Os acidos gordos saturados apresentaram concentracdes relativas na gordura total dos
Queijos de Coalho tipicas das observadas em produtos lacteos;

As amostras de queijos das regides de Catolé do Rocha (R1A1, R1A2 e R1A4) e da regido de Sousa
(R3A1) apresentam a média de acidos gordos saturados menor que a dos insaturados;

As amostras de queijos das regides de Itaporanga (R6) e Serra do Teixeira (R7) apresentaram média
de acidos gordos saturados superior aos dos acidos gordos insaturados;

As concentragfes de acidos gordos di-insaturados incluem o acido linoleico e os seus isbmeros e 0
acido linoleico conjugado;

Os acidos gordos polinsaturados foram a classe com menores concentragfes totais, como o0 EPA e
o DHA, mas foi a classe que apresentou mais diferencas significativas entre as médias das amostras;

Os queijos da regido de Catolé do Rocha (R1), distinguem-se dos restantes por apresentarem a
meédia mais baixa de &cidos gordos saturados, a média mais alta de acidos gordos monoinsaturados,
além de médias elevadas de acidos gordos di-insaturados e polinsaturados, o que lhes confere
caracteristicas interessantes do ponto de vista nutracéutico.

A regido de Itaporanga (R6) apresentou menor média de acidos gordos insaturados, maior média
de acidos gordos saturados e uma média relativamente baixa de acidos gordos polinsaturados, o que
coloca algumas limitag8es ao seu valor nutricional e ao seu efeito fisiolégico.

As regiBes Serra do Teixeira (R7) e Catolé do Rocha (R1) apresentaram médias mais elevadas de
acidos gordos polinsaturados, que de alguma forma compensa o teor elevado de lipidos saturados
tipicos dos queijos;

Os acidos gordos C6, C8, C10 e os acidos gordos com um ndmero impar de carbonos como C13,
C15, C17, C19, C21 e C23 estdo presentes em concentracdes reduzidas nas amostras de queijo, no
entanto sdo os acidos que apresentam maior variabilidade entre queijos.

A regido de Sousa (R3) foi a que apresentou amostras com menor concentracdo de &cido laurico

(C12:0) e &cido miristico (C14:0). O queijo de St. Redencdo (R3A4), como também a amostra da
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localidade de Paulista (R3A1l), dessa mesma regido, apresentou o menor teor de acido palmitico
(C16:0)

As amostras da regido de Catolé do Rocha (R1) apresentaram alguns dos teores mais baixos destes
acidos gordos saturados de cadeia média.

As amostras de queijos das regides de Itaporanga (R6) e Serra do Teixeira (R7) tiveram
concentracdes elevadas dos acidos gordos saturados de cadeia curta, que podem contribuir para o
aroma dos queijos, e foi nas amostras de Mae d’Agua (R7A2) que se verificaram os maiores teores dos
acidos laurico e miristico.

As amostras de St. Cachoeira (R4A4) apresentaram as concentragfes mais elevadas do acido
palmitico;

Os acidos gordos monoinsaturados identificados nas amostras de Queijo de Coalho foram de C9:1
a C22:1, com excecado do C12:1. Os acidos miristoleico (C14:1), palmitoleico (C16:1), oleico (C18:1a)
e elaidico (C18:1b) sdo os que apresentam valores médios mais expressivos;

Alguns acidos gordos monoinsaturados minoritarios como os acidos nonadecendico (C19:1),
gonddico (C20:1), heneicosandico (C21:1) e erdcico (C22:1) foram evidenciados nas amostras de
Queijo de Coalho;

Os &cidos linolelaidico (C18:2d), linoleico (C18:2a) e linoleico conjugado (C18:2b) sdo os &cidos
gordos di-insaturados que apresentam valores médios mais expressivos identificados nas amostras de
Queijo de Coalho;

Concentragdes de CLA foram encontradas na fracéo lipidica em queijos de todas as regifes, em
particular da regido de Catolé do Rocha (R1A2, R1A3 e R1A4) e na regido de Cajazeiras (R2A1, R2A3,
R2A4); por outro lado as amostras das regides de Itaporanga (R6) e Serra do Teixeira(R7) foram as
que apresentam menor concentragfes de CLA;

Os &cidos nonadecahexandico (C19:6), eicosapentaendico (C20:5, EPA), eicosatriendico (C20:3b)
e docosahexaendico (C22:6) foram alguns dos acidos gordos polinsaturados identificados em todas as
amostras de Queijo de Coalho;

Acidos gordos polinsaturados n&o identificados e classificados como AGPI1 (4cido gordo
polinsaturado 1), AGPI2 (acido gordo polinsaturado 2) e AGPI3 (acido gordo polinsaturado 3) foram
contabilizados no perfil de acidos gordos em algumas amostras de Queijo de Coalho;

Apesar dos Queijos de Coalho analisados apresentarem uma concentracdo de acidos gordos
saturados predominante, como é comum em produtos lacteos, registaram-se também concentracdes
elevadas de acidos mono, di e polinsaturados quando comparados com outros queijos; em particular é
relevante a presenca de acidos polinsaturados como o CLA, o EPA, o DHA e outros acidos
polinsaturados que sdo precursores de metabolitos com acéo antioxidante e anti-inflamatéria e que de
alguma forma compensam os efeitos pro-oxidantes e pro-inflamatdrios de acidos gordos saturados ou
do &cido linoleico (precursores de metabolitos com estes efeitos indesejaveis).

Os &cidos gordos insaturados totais (AGI) apresentaram correlacées fortes ou muito fortes com os
acidos gordos monoinsaturados e com os acidos gordos polinsaturados (AGPI), o que decorre das
concentracdes elevadas dos 4cidos monoinsaturados e da covariancia das concentragcfes dos acidos

gordos polinsaturados com os restantes 4cidos insaturados.
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CAPITULO
Caracterizagdo quimica dos aminoacidos do Queijo de
Coalho

4.1 Introducéo

O queijo trata-se de um concentrado lacteo formado por proteinas, lipidos, carboidratos, sais
minerais e vitaminas. Em decorréncia do seu teor de proteina (23 a 25%) e do seu teor de gordura
(cerca de 48%), o queijo € considerado um alimento muito nutritivo (Perry, 2004).

De um modo geral, a tecnologia de fabricacdo do queijo envolve as etapas de coagulacdo do leite,
corte da coalhada, prensagem da massa, salga e embalagem. A funcdo do coalho € provocar a
coagulacéo das proteinas do leite, em particular das caseinas, as principais componentes da fragédo
proteica do leite. A renina, uma enzima presente no estbmago de ruminantes jovens, é considerada a
principal proteina responséavel por essa agéo. Esta enzima é uma fosfoproteina de a¢éo proteolitica
gue hidrolisa as ligagbes peptidicas das caseinas, em particular da k-caseina, cuja solubilidade na
presenca de iBes célcio é responsavel pela estabilidade das micelas proteicas (Walstra, 1999). A renina
e outras endopeptidases, hidrolisam as liga¢des peptidicas terminais da k-caseina, para dar origem a
um produto hidrofébico, (para-k-caseinas) que precipita na presenca de calcio, dando origem a
coalhada (Ordofiéz, 2005).

Existem dois tipos de proteinas no leite, as proteinas do soro, que se mantém sollveis, e a caseina,
que se precipita. A caseina bovina é formada por asi-caseina, asz-caseina, 3-caseina e k-caseina. As
a-caseinas sdo sensiveis ao calcio, mas as k-caseinas mantém-se sollveis na presenca de
quantidades elevadas de célcio e contribuem para a estabilidade das estruturas micelares nas quais se
encontram organizadas as diferentes caseinas (Sgarbieri, 2005).

O conhecimento das diferencas estruturais e das propriedades fisico-quimicas entre as varias
formas de caseina e as proteinas do soro é indispensavel para a compreensdo do comportamento
tecnolégico e funcional, nutritivo e fisioldgico dessas proteinas, como constituintes de alimentos
(Sgarbieri, 2005).

A coagulacéo enzimatica é dividida em duas fases. A primeira ocorre quando a caseina é quebrada
na porc¢éao hidrofilica na ligagdo Phel105-Met106, que corresponde a protedlise em extensao (indicador
da protedlise primaria), que da origem aos glicomacropéptidos sollveis em acido tricloroacético (TCA).
A segunda fase tem inicio quando cerca de 90% das ligagGes da k-caseina sao quebradas, que
correspondente a protedlise em profundidade ou protedlise secundaria. Complementando a
coagulacdo, a para-k-caseina ligada as a e p-caseinas, ndo é tdo insensivel a presenca dos ides célcio
0 que provoca uma desestabilizacdo com agregacao e consequente precipitacado da micela.

A protedlise € um evento considerado essencial para o desenvolvimento da textura e do flavour,
associado a um conjunto de reagdes mais complexo. O processo de catabolismo das proteinas tem

inicio na conversédo das fragdes da caseina em peptideos de cadeia longa, que sdo em seguida
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degradadas em peptideos e aminoacidos livres. Essas reacdes sao realizadas por varias enzimas como
cardosinas, proteases presentes no leite naturalmente e polipeptidases de bactérias presentes no leite.

Como produtos resultantes da protedlise, os aminoacidos formados encontram-se na fracdo néo
volatil, solivel em agua. Eles sdo importantes no desenvolvimento do flavour e do aroma, como
precursores na formacdo de outros compostos volateis. Além disso, as bactérias utilizam esses
aminoacidos na sintese de proteinas, como fonte de energia, para formar co-susbtratos e para
biossintese.

A importancia das bactérias lacticas na formacéo do flavour nos queijos depende das enzimas
expressas por essas bactérias, da combinacao de bactérias existentes no queijo e do catabolismo da
metionina, dos amino&cidos aromaticos e dos aminoacidos de cadeia ramificada. As aminotransferases
das bactérias lacticas sdo responsaveis pela via metabélica mais importante para o catabolismo dos
aminoacidos, com a remoc¢do do grupo amina dos aminoacidos aromaticos e de cadeia ramificada
(Martins, 2006).

O papel da caseina no leite é altamente aceite como sendo fonte de aminoécidos requeridos para
recém-nascidos (Silva e Malcata, 2005).

A maturacdo é um processo que altera a composi¢do quimica dos queijos, em especial quanto aos
seus teores de carboidratos, proteinas e lipidos. Este processo envolve vérias transformacdes fisicas,
bioquimicas e microbioldgicas, que ocorrem em todos 0s queijos, com excec¢do dos consumidos
frescos. O processo de maturacao deve ocorrer em camaras apropriadas, com condi¢es especificas
de temperatura e humidade e por tempo variavel, de acordo com o tipo de queijo (Perry, 2004).

O processo de degradacao das proteinas, ou protedlise, € considerado o principal processo que
ocorre na maturacao, contribuindo fortemente para o sabor e consisténcia dos queijos. Os aminoacidos
e peptideos libertados sdo também precursores de compostos volateis, responsaveis pelo aroma
caracteristico deste produto (Perry, 2004).

As bactérias 4cido lacticas (BAL), que estédo presentes em todos os tipos de queijos, sdo conhecidas
por desempenharem um papel importante na geracdo de pequenos peptideos e aminoacidos que por
acdo de outras enzimas sao convertidos em compostos mais volateis tais como aldeidos, acidos,
alcoois, ésteres e tidis. (Gorostiza, 2004).

Além dos aminoacidos também os acidos gordos e os &cidos organicos, estdo envolvidos em
reacdes que originam derivados responséaveis pelo sabor e aroma dos queijos.

Os processos que ocorrem nos queijos durante a maturagdo podem variar de acordo com o tipo de
processamento do queijo e com 0s microrganismos nele presentes. Esses processos podem ocorrer
na casca e hem como no interior da massa dos queijos e ddo origem a uma diversidade de compostos
tais como amoénia, aminas, alcoois, aldeidos e &cidos carboxilicos de cadeia curta como o &cido
caproico ou o acido 3-metilbutirico (Perry, 2004).

O esquema geral da degradacédo dos aminoacidos nos queijos durante o processo de maturagéo

pode ser visto no esquema de Perry (2004), com adaptacdes (Figura 4.1):
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Figura 4.1: Protedlise e degradacdo dos aminoacidos decorrentes da a¢do microbiana durante a maturacéo de
queijos: 1l-descarboxilagdo; 2-transaminacdes; 3-desaminagfes oxidativas; 4-degradacdes; 5-reducdes; 6-
oxidacdes.

Neste sentido, Subramanian (2011) relacionou os niveis de aminoéacidos e também dos acidos
organicos com a idade dos queijos, encontrando compostos como acido latico, leucina, acido glutamico,
asparagina, fenilalanina, valina em concentragbes significativamente elevadas. Este autor ainda
destacou que, durante o metabolismo dos queijos, compostos responsaveis pelo sabor como acidos
gordos livres, acidos organicos e aminoacidos séo os primeiros a serem metabolizados, originando
produtos volateis e ndo volateis.

Mangia (2008), por exemplo, relatou a influéncia das BAL selecionadas sobre as caracteristicas
microbiolégicas e fisico-quimicas durante o periodo de maturacdo do queijo Fiore Sardo, em particular,
a evolucao de aminoacidos livres (FAAS), acidos gordos livres (FFAs) e da microflora do queijo.

Helinck (2004), pesquisando sobre BAL termofilicas e compostos arométicos relatou associacdo in
vitro de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus helveticus e Streptococcus thermophilus
na producdo de compostos que contribuem com o aroma a partir de trés aminoacidos, leucina,
fenilalanina e metionina.

Alguns alimentos contém substancias que apresentam para além de uma fung&o nutricional basica,
efeitos positivos na salde do consumidor como antioxidante, hipotensivo e hipocolesterolemico. De
entre estas substancias encontram-se os aminoacidos livres (Diana, 2014).

A capacidade das BAL e outros microrganismos presentes no queijo em degradar aminoacidos para
originar componentes do aroma do queijo é altamente dependente das estirpes que compdem a
microbiota de cada queijo. Geralmente, o catabolismo dos aminoacidos ocorre por duas vias diferentes
gue envolvem reagfes de eliminacdo e de transaminagdo. A primeira, observada em aminoacidos
sulfurados como a metionina, envolve a eliminacdo dos grupos funcionais que contém o atomo de
enxofre e traduz-se num aumento dos niveis de componentes sulfurados do aroma. A segunda via é
geralmente iniciada pela reacdo de transaminacao e degradacao de todos os aminoacidos pelas BAL.
A presenca das enzimas iniciadoras de ambas as vias, tem sido bem caracterizada em lactococos e a

sua importancia tem sido evidenciada na formac¢do dos componentes do aroma (Yvon e Rijnen, 2001).
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Smit et al. (2000) constataram que o equilibrio entre a protedlise e a peptidiélise previne a formacéo de
sabor amargo nos queijos. Estes autores também observaram que a producdo dos componentes
responsaveis pelo sabor é altamente dependente das estirpes envolvidas de entre as bactérias
lactocécicas possiveis.

Durante a protedlise as proteinas sdo degradadas em produtos primarios (polipéptidos), produtos
secundarios (oligopéptidos) e eventualmente aminoacidos livres. Certos FAAs sdo extremamente
importantes no desenvolvimento do sabor: por exemplo, a arginina esta relacionada com o sabor a
gordura, enquanto a prolina, a serina e a asparagina estao relacionadas com o sabor doce (Tavaria et
al., 2003).

Kabelova e colaboradores (2009) avaliaram o contetido de aminoacidos livres em 25 amostras de
queijos comercializados na Republica Checa e identificaram um total de dezasseis aminoacidos livres,
presentes em concentracfes que variaram de 23 a 160 g/Kg. Estes autores observaram diferencas no
perfil de aminoécidos totais e aminoécidos livres, que pode ser influenciado pela duracgéo e intensidade
da protedlise. Dos aminoacidos livres, sete encontravam-se mais concentrados em todos os queijos:
leucina, lisina e fenilalanina (amino&cidos de sabor amargo); prolina e valina (amino&cidos adocicados);
e acidos glutdmico e aspartico (aminoacidos levemente salgados).

Vicente et al., (2001) avaliaram a influéncia do uso de culturas iniciadoras e do tipo de coalho
utilizado sobre o conteddo em aminoacidos livres do queijo Idiazabal, produzido em Espanha a partir
de leite de ovelha cru. Foram identificados 24 aminoacidos livres, dos quais a leucina, o acido glutamico,
a valina e a fenilalanina foram os que estavam presentes em maior concentracdo. Os resultados
indicaram que o perfil de amino&cidos livres e a sua concentragéo sao fortemente afetados pela adi¢édo
de cultura iniciadora e pelo uso de coalho comercial, durante a maturacao.

Garcia-Palmer et al. (1997), analisaram o perfil de aminoacidos livres em queijos Mahdn maturados,
fabricados com leite de vaca, cru ou pasteurizado. As concentracdes dos aminoacidos livres
determinadas por HPLC, apresentaram um elevado coeficiente de correlagdo com o tempo de
maturac@o dos queijos. Os mesmos autores observaram diferengas no perfil de aminoéacidos livres:
lisina, treonina, valina, metionina, glutamato e fenilalanina foram encontrados nos queijos fabricados
com leite pasteurizado enquanto nos queijos fabricados com leite cru predominaram os aminoacidos
alanina, valina, leucina, glutamato, isoleucina e lisina.

Gorostiza et al. (2004), avaliaram os compostos azotados e os aminoacidos livres de queijo Prato
artesanal, fabricado no Brasil. Quanto aos aminoéacidos livres, observaram que os amino&cidos
asparagina e glutamina apresentaram baixas concentracdes nos queijos, o que pode ser devido ao
aguecimento do leite ou pasteurizacdo que diminui a atividade das enzimas asparaginase e
glutaminase. Esta caracteristica pode constituir um fator de controlo de qualidade, monitorizando o
conteddo da asparagina no leite como um indicador de que ele tenha sido pasteurizado. No mesmo
sentido, foi observado que o contetido de serina foi maior nos queijos feitos com leite pasteurizado,
devido a desnaturacé@o das enzimas responsaveis pela sua degradac¢do. Em contrapartida, o contetdo
de &acido aspartico foi maior nos queijos produzidos com leite cru.

Papa e Sotirakoglou (2008) avaliaram a concentracao de aminoacidos livres no queijo Teleme, um

queijo fresco, branco, conservado em salmoura, produzido na Grécia, a partir de leite de vaca, de cabra
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ou de ovelha, com adigcdo de cultura termofilica, mesofilica ou uma mistura das duas. Estes autores
observaram que o conteddo dos FAAs foi maior nos queijos fabricados com leite de vaca e de ovelha;
verificaram também que as concentracbes de FAAs foram mais elevadas nos queijos fabricados com
cultura termofilica do que nos produzidos com culturas mesofilicas e que os queijos fabricados com a
mistura das duas culturas, termofilica-mesofilica, apresentaram niveis intermédios de FAAs. Este
estudo também revelou que leucina, glutamato, fenilalanina, valina e lisina foram os aminoacidos
encontrados em maior quantidade em todos os estagios de maturagdo deste queijo,
independentemente do tipo do leite e da cultura utilizada.

Sardella et al. (2013), identificaram o perfil de aminoacidos livres e a sua razdo enantiomérica, como
pardmetros de importancia prioritaria para o controlo de qualidade de géneros alimenticios.
Frequentemente a presenca dos FAAs é utilizada como um indicador da qualidade alimentar, e podem
ser indicadores da contaminacgdo por microrganismos, uma vez que a alanina, o glutamato e o aspartato
sdo encontrados na parede de peptidoglicano das bactérias. Aspetos benéficos do ponto de vista
nutricional e nutracéutico foram também descritos para alguns aminoacidos, sugerindo o seu uso
potencial como componentes de alimentos funcionais (Friedman e Levin, 2012).

Diana et al. (2014) analisaram o perfil de aminoacidos livres de amostras de queijos artesanais de
Espanha, através de HPLC, e obtiveram concentra¢des de aminoacidos livres entre 0,19 e 67,95 g/kg.
Todas as amostras analisadas apresentaram um elevado teor de glutamato, o que pode ser devido a
uma elevada percentagem destes aminoacidos na caseina; os autores registaram também quantidades
relevantes de glutamina, valina, leucina e isoleucina, enquanto a arginina foi o aminoacido menos
abundante.

Segundo Lee et al. (1990) muitos estudos descreveram a atividade proteolitica das BAL durante a
maturagdo do queijo e os perfis de peptideos de cadeia curta e FAAs, que resultam desta atividade.

A libertacdo destes componentes (FAAs e peptideos) é ainda significativamente influenciada pelo
teor de sal do queijo. O sal (NaCl) pode inibir a multiplicacdo e a atividade enzimatica das BAL,
sobretudo no inicio do periodo de maturagdo. Uma concentracdo elevada de sal também afeta a
atividade da agua, ocorrendo uma reducao das moléculas de dgua disponiveis para interagir com as
proteinas, o que limita a hidrélise das ligages peptidicas e consequente libertagdo dos FAAs. Outros
fatores que contribuem para a libertagdo dos FAAs séo o pH e a temperatura de armazenamento. Pinho
et al. (2001) mostrou que o contetdo de FAAs, especialmente de valina e leucina, aumentaram quando
as temperaturas de armazenamento foram mais elevadas. Neste sentido, a valina e leucina podem
servir como indicadores das condi¢cdes de temperatura utilizadas durante a maturagédo dos queijos.

Tavaria et al. (2003) avaliaram amostras de queijo Serra da Estrela, Portugal, com diferentes tempos
de maturacéo e determinaram o contetdo de: FAAs, azoto total (TN), azoto solivel em agua (WSN),
azoto soluvel em acido tricloroacético (TCASN) e azoto solivel em &cido fosfotungsténico (PTASN). O
conteudo de azoto sollvel em agua aumentou de 1% para 43% ap0ds 180 dias de maturagéo, refletindo
a intensa atividade proteolitica das enzimas presentes nos queijos, representando 0os aminoacidos

glutamina, valina, leucina e lisina, 56 a 70% do total dos FAAs.
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Segundo Dias (2010), durante a fabricagdo do queijo a fermentagéo realizada pelas bactérias acido-
lacticas presentes como biotipos ou adicionadas como culturas iniciadoras, aumenta a diversidade de
compostos relacionados com o aroma e o sabor dos queijos artesanais.

A metionina, os aminoacidos aromaticos e os aminoacidos de cadeia curta sdo os maiores
precursores dos componentes volateis responsaveis pelo aroma do queijo (Kranenburg et al., 2002).
Os componentes do sabor sdo formados através de varios processos, cujos substratos sdo a lactose,
0 citrato, os lipidos e a caseina. A lipdlise conduz a formacao de acidos gordos livres que podem ser
precursores de componentes de sabor como metilcetonas, alcoois, lactonas e ésteres. A protedlise é o
processo bioquimico mais importante na formagdo do sabor e da textura nos queijos duros e meio-
duros. O equilibrio entre estes diferentes processos € determinante na definicdo das caracteristicas
organoléticas dos queijos (Kranenburg et al., 2002).

Alguns autores isolaram e quantificaram os aminoacidos presentes em alguns queijos, conforme se

encontra registado na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Referéncias e concentracdo dos aminoacidos livres isolados de queijos de varios paises.

Eleni et al.,

Tavaria et al.

. Mangia 2008 Kodrés 2008  Gorostiza 2004  Subramaniam 2011 Bufika 2009 Ordofiez 1999 Bertolino 2011
AMINOACIDOS 2008 2003
mg/100g 10-2g/100g mg/100g nmol/g mg/100g mg/100g a/kg mg/100g mg/g
Ala Alanina 5,58 3,13 15,6 4,3 0,2 2,59 5,62 8,7 1,2
Arg Arginina 16,34 12,7 3,7 14,8 7,73 0,6 0,02
Asn Asparagina 1 19,16 13,2 3,4 3,08
Asp Aspartato 1,85 2,88 22,1 3,2 3 1,09 14,11 3,1 0,74
Cys Cisteina 21 2,7 6,97 0,6 0,32
GIn Glutamina 4,62 32,68 14,6 0,6 15 3,18
Glu Glutamato 6,14 39,7 14 16,7 14,5 42,75 9,3 3,8
Gly Glicina 0,58 1,79 5,23 0,5 6,1 2,22 3,61 1,1 0,32
Hys Histidina 1,47 4,4 1 19,7 3,63 6,21 0,6 1,82
lle Isoleucina 3,12 17,59 5,46 4.6 0,29 9,33 3,2 0,7
Leu Leucina 11,42 2,21 39,1 8,1 32,8 30,82 17,28 26,3 4,6
Lys Lisina 6,25 9,68 23,9 5,8 14,6 7,04 15,26 51 1,66
Met Metionina 4,2 17,39 4,85 0,3 13,9 1,92 2,8 0,8
Phe Fenilalanina 5,78 63,64 25,2 49 24,4 6,44 9,66 8 3,35
Pro Prolina 5,21 8,3 13,2 6,5 6,8 5,15 23,87 15 1,03
Ser Serina 0,94 9,65 11,6 0,1 8,8 0,51 11,79 1,5 0,45
Tau Taurina 80,11 3,3 3,78 0,8
Thr Treonina 1,49 2,36 9,98 24,4 8,1 2,1 0,55
Trp Triptofano 0,31 31,4 0,02 3,7 15,75 0,5
Tyr Tirosina 2,25 6,6 7,23 2,1 16,1 14,98 10,78 0,56
Val Valina 9,64 2,8 14,2 3,7 52,3 17,63 12,78 23,1 1,76
TAF AAL Totais 76,31 219,4 415 154,56 23,7
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4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Amostragem

A recolha das vinte e oito amostras do Queijo de Coalho artesanal da Mesorregido do Sertédo
Paraibano foi efetuada como descrito nos capitulos anteriores.

As amostras destinadas a determinagdo de aminoacidos foram transportadas, congeladas e
acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo para o Laboratério de Quimica do Departamento de
Ciéncias e Tecnologia da Biomassa (DCTB) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
Nova de Lisboa (FCT-UNL), Lisboa, Portugal.

Antes de ser proceder a andlise de aminoacidos as amostras foram cortadas finamente e

homogeneizadas.

4.2.2 Extragdo dos aminoécidos livres

A metodologia de extracdo dos aminoédcidos foi adaptada dos métodos descritos no Laboratory
Manual For Chemical Analysis Of Cheese, publicado pela Comissdo Europeia no ambito do programa
COST 95 Improvement of the quality of the production of raw milk cheeses (Ardd e Polychroniadou,
1999).

De cada amostra de queijo previamente homogeneizada foi retirada uma sub-amostra de 10 g que
foi homogeneizada com 50 mL de agua destilada previamente aquecida a 50 °C. A mistura foi colocada
sob agitacdo a temperatura de 40 °C por um periodo de 1 h; posteriormente procedeu-se a sua filtragao
por papel de filtro (Whatman, Grau 1); o residuo sdlido foi descartado e o filtrado foi armazenado a 4°C
durante cerca de 12h. . De seguida, o filtrado foi centrifugado a 3000g por 20 min (e o sobrenadante foi
filtrado por papel de filtro (Whatman, Grau 1) e o volume foi aferido a 50 mL. Este extrato foi designado
como WSN (water soluble nitrogen) e contém os componentes azotados solUveis em agua ou seja,
aminoacidos,peptideos e algumas proteinas.

Uma aliquota de 5 mL desta fracdo (WSN) foi misturada com 5 mL de uma solucdo de &cido
tricloroacético (TCA) a 24% (w/v), homogeneizou-se e deixou-se em repouso a temperatura ambiente
durante 2 h, para promover a desnaturacao e precipitagdo de componentes proteicos poliméricos. A
mistura foi ainda refrigerada a 4°C durante 1h, apés o que se filtrou para eliminar materiais precipitados
(Whatman Grau 1). Este extrato foi designado como NS-TCA (nitrogen soluble in trichloroacetic acid),
e devera conter apenas 0s aminoacidos livres e peptideos de muito baixo peso molecular. Esta solugcéo

foi utilizada na analise cromatogréfica por HPLC por eletrodetetor (ECD).

4.2.3 Determinacdo de aminoacidos livres por cromatografiaiénica

O perfil de aminoéacidos foi determinado por injecdo dos extratos NS-TCA, sem diluicdo, num

cromatografo liquido de alta eficiéncia (DIONEX ICS3000) equipado com uma coluna AminopacPA10
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4x250 mm e um detector electroquimico. A coluna foi termostatizada a 30°C e o volume de injegéo foi
de 25uL.

Utilizaram-se como eluentes agua ultrapura, hidroxido de sédio (250 mM) e acetato de sodio (100
mM), e otimizou-se o gradiente de forma a maximizar a separacao cromatografica mas mantendo o
fluxo total em 1 mL/min. Os extratos de aminoacidos livres foram analisados tal como entregues.
Padrdes dos aminoacidos individuais foram preparados em 12% TCA e foram injetados nas mesmas
condi¢Bes cromatogréaficas que as utilizadas para as amostras, para confirmar a identidade de cada
aminodcido e a sua ordem de eluicao.

Foram construidas rectas de calibragcao para cada aminoacido, por injeg¢éo de um conjunto de seis
solucdes padrédo obtidas por diluicdo de uma mistura padrdo de 18 aminoacidos (AAS18 Sigma-
Aldrich), contendo L-alanina, cloreto de amonio, L-arginine, acido L-aspartico, L-cistina, acido L-
glutdmico, glicina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-prolina, L-

serina, L-threonina, L-tyrosina e L-valina, numa concentragao individual de 2,5 pmoles/ mL.

4.3 Resultados e discussao

A separacdo cromatografica dos 15 aminoacidos selecionados ndo foi completa nesta coluna
cromatografica, tendo-se observado as co-eluicdes da serina com a prolina e co-eluiges parciais da
alanina e glicina com a treonina e da isoleucina com a leucina (Figura 4.2).

As tentativas de resolver as co-eluicdes modificando o gradiente de eluicdo néo tiveram sucesso,
pois ainda que melhorassem a resolugéo de alguns pares de aminoacidos prejudicaram a separacgao

cromatografica de outros.
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Figura 4.2: Perfil de padrdes cromatograficos utilizados na avaliagdo das concentrages de aminoé&cidos livres por
HPLC com detecao eletroquimica
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Apesar da separacdo incompleta, efetuou-se o tragado das retas de calibracdo de forma a poder
realizar uma avaliagcdo quantitativa para os aminoacidos separados na linha de base e semi-quantitativa
para os aminoacidos que apresentaram co-eluicdo parcial.

Os tempos de retencdo médios bem como as equacdes das retas de calibracdo e os respetivos

coeficientes de determinacao (R?), sdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Ordem de eluicdo dos aminoacidos estudados e retas de calibragao utilizadas na determinagao da sua
concentracgéo.

Janelas de Retencéo

Coeficiente de

Aminoéacido Média Desvio- Equacéo da reta determinacio (R?)
Padréo

Lisina 16,04 0,04 y = 6,6945x - 0,0264 0,990
Alanina 17,76 0,02 y =1,0391x - 2,0219 0,988
Treonina 17,99 0,02 y =0,1875x - 1,0515 0,999
Glicina 18,24 0,02 y =0,8102x - 4,7312 0,995
Valina 18,59 0,02 y =1,3651x - 3,8409 0,993
Serina+Prolina 20,48 0,02 y =0,2388x - 2,8788 0,997
Isoleucina 20,80 0,03 y =1,0359x - 1,0636 0,994
Leucina 21,24 0,03 y =0,9415x - 1,3024 0,992
Metionina 26,99 0,03 y =0,3739x - 1,975 0,993
Fenilalanina 27,73 0,02 y =1,0797x - 8,4916 0,992
Ac. Glutamico 28,01 0,02 y =4,467x - 1,0041 0,994
Ac. Aspartico 28,90 0,03 y=2,9187x - 1,0371 0,998
Cistina 31,22 0,03 y =0,3144x - 2,3852 0,993
Tirosina 16,04 0,04 y =0,7845x - 5,3659 0,980

Apesar das limitacdes da coluna cromatogréfica utilizada e que se traduzem em diferencas de
tempos de retenc¢éo inferiores a 0,5 minutos, o desvio-padrdo do tempo de retengéo foi inferior as
diferencas entre médias, o que permite efetuar a sua integracdo independente, desde que a sua
concentracdo seja muito elevada. Na gama de concentragBes utilizada foi possivel obter retas de
calibracdo com coeficientes de determinacéo elevados, pelo que, no que diz respeito aos padrbes, o
método permite efetuar uma avaliagéo quantitativa dos aminoacidos considerados exceto aqueles que
apresentam co-elui¢éo total.

Na separacgdo de amostras reais surgiram alguns problemas adicionais devido a presenca de alguns
interferentes provenientes da matriz e que incluiram pequenos peptideos, monossacarideos ou
dissacarideos. Estes componentes ndo sdo facilmente elimindveis pois apresentam propriedades
fisico-quimicas e cromatogréficas muito semelhantes aos aminoacidos e podem interferir na analise de

aminoécidos quando as amostras sdo muito diluidas (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Perfil cromatografico da amostra R2A1, no qual se identificam possiveis interferentes

Como se pode ver na Figura 4.3, a lactose é um interferente indesejavel nesta determinacao pois
co-elui de forma quase total com a leucina e a isoleucina. Uma possibilidade de o eliminar é promover
a hidrélise da lactose, mas esse processo pode conduzir a isomerizagdo ou degradacdo dos
aminoéacidos componentes do perfil e teria que ser otimizado para prevenir essas reac¢des secundarias.
Os aminoacidos mais afetados pela presenca da lactose séo a leucina e isoleucina.

Estas interferéncias ndo foram uniformes entre as varias amostras, mas quando ocorreram néo foi
possivel quantificar o aminoacido afetado. Assim, os resultados apresentados neste capitulo tém um
carater semi-quantitativo, pois ndo foi possivel obter resultados para estes 15 aminoécidos em todas
as amostras e, portanto, ndo sera efetuado o tratamento estatistico utilizado nos restantes capitulos.

As concentracdes relativamente baixas dos aminoécidos livres encontradas nas amostras de queijo
resultam também de se tratarem de queijos frescos ou com um tempo de maturacao inferior a 10 dias.
Diana e colaboradores (2014) pesquisando o perfil de aminoacidos livres em amostras de queijos
comercializados na Espanha, encontraram concentragbes baixas para os aminoacidos livres nas
amostras de queijos frescos de leite de vaca.

A protedlise, que resulta na liberagdo de aminoacidos e peptideos, ocorre por acdo de enzimas e
agentes coagulantes presentes no leite, bem como por acdo de enzimas microbianas, produzidas pelas
bactérias acido lacticas que proliferam durante a maturacdo do queijo (Bezerra, 2015). Como o Queijo
de Coalho é um queijo fresco, com no maximo até 10 dias de fabricag&o, a protedlise que ocorre neste
queijo € a priméria, resultante da acdo das enzimas enddgenas, presentes no leite e no coalho utilizado
durante o processamento. A protedlise primaria resulta principalmente na degradacdo da caseina e
libertagdo de polipeptideos, enquanto a protedlise secundaria resulta na libertacdo de peptideos de
médio e baixo peso molecular e aminoacidos (Bontinis et al., 2012).

Estas caracteristicas do Queijo de Coalho explicam algumas das dificuldades encontradas nesta
andlise, pois ndo s6 a concentracdo de aminoacidos livres é baixa como existem no meio diversos
peptideos de baixo peso molecular que pela sua polaridade sdo sollveis no acido tricloroacético

persistindo no extrato como interferentes.
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Dos 15 aminoacidos identificados no padréo cromatografico s6 foram encontrados nas amostras 13
aminodcidos, nao tendo sido detetadas a serina e a prolina. Em contrapartida, foram detetados 3
aminoécidos adicionais, cuja identidade foi confirmada por comparacdo com padrdes injetados, mas
para os quais nao foi possivel tracar uma reta de calibracdo com o padréo correspondente. Estes
aminoacidos foram a glutamina, a histidina e o triptofano, que foram quantificados recorrendo a reta de
calibracdo da leucina, ou seja, as suas concentracdes sdo apresentadas em equivalentes de leucina.

Dos aminoacidos identificados no perfil de aminoéacidos livres, nove sdo considerados aminoacidos
essenciais com destaque para alguns que aparecem em todos 0s queijos como, fenilalanina, histidina,
isoleucina, leucina, metionina, treonina, triptofano e valina. A concentracdo dos aminoacidos
identificados nas amostras de Queijo de Coalho produzido na Paraiba esta representada em dois

grupos, em funcéo das amostras individuais, conforme as Figuras 4.4 e 4.5.
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Figura 4 4: Concentragdes dos aminoacidos lisina, glutamina, alanina, treonina, glicina, valina, isoleucina e
leucina, nas amostras individuais dos Queijos de Coalho produzido na Paraiba, Brasil.
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Os aminoacidos detetados em concentragbes mais elevadas foram a metionina, a fenilalanina, a
glutamina, a cisteina, a tirosina, a treonina e a glicina. Esta observacdo esta de acordo com a
predominancia da metionina, aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina) e aminoacidos de cadeia
curta (glicina, treonina).

As concentracfes de lisina, glutamina, alanina, treonina, glicina, valina, isoleucina e leucina em
queijos das diferentes regifes sdo apresentadas na Figura 4.4. Observam-se concentracdes
particularmente elevadas de treonina nos queijos R3A4, R7A1, R7A2 e R7A3 e niveis elevados de
glutamina e glicina em queijos de diferentes regifes. A alanina foi detetada numa concentragéo superior
a 5 mg/100g de queijo apenas no queijo R6A4.

Deste grupo de aminoacidos, todos foram identificados em todas as amostras de queijo com
concentracdes variaveis, com excecdo da lisina que foi identificada em concentracdes vestigiais e
apenas nos queijos: R1A4, R2A2, R3A2, R4Al e R4A3.

A concentracao relativamente elevada de glutamina que aparece na maior parte das amostras, com
excecao, R3A4, R6A1, R6A4, R7Al, R7A2 e R7A3 pode ser justificada pelo processo de formacgéo da
glutamina, que ocorre através da aminacdo do &cido glutdmico, que pode ser realizado por
microrganismos presentes nas amostras de queijo. As bactérias fixadoras de azoto promovem a
conversédo de acido aspartico em asparagina em condi¢cdes anaerdbias e o mesmo podera ocorrer no
queijo obtendo-se glutamina a partir de &cido glutamico (Hui et al., 2005).

Resultado similar para a lisina foi encontrado por Vicente e colaboradores (2001) pesquisando sobre
ainfluéncia dos tipos de coalho e culturas iniciadoras no perfil de aminoacidos livres no queijo Idiazabal.

A Figura 4.5 apresenta a concentracdo dos aminoacidos livres metionina, histidina, fenilalanina,
glutamato, aspartato, cisteina, tirosina e triptofano nas amostras de Queijo de Coalho produzido na

Paraiba, Brasil.
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Figura 4.5: ConcentracBes dos aminoacidos metionina, histidina, fenilalanina, acido glutamico, acido aspartico,
cisteina, tirosina e triptofano, nos queijos das diferentes microrregides.

Deste grupo de aminoacidos o mais predominante € a metionina, que aparece em concentracdes
elevadas nas amostras de Queijo de Coalho, especialmente nas amostras R4Al, R6A4 e R7A2 (> 13
mg/100g de queijo) e nas amostras R2A2, R3A3 e R3A1 (> 6 mg/100g de queijo) o que podera estar
relacionado com o seu tempo de maturagdo (entre 02 e 05 dias) ou com a natureza da microbiota nelas
existente. Além da metionina, também foram identificadas concentracdes elevadas de fenilalanina,
cisteina e tirosina.

Vérios fatores podem interferir na quantidade de aminoacidos livres em queijo, como tempo de
maturacgdo e tipo de cultura iniciadora, especificamente algumas espécies de microrganismos (Bezerra,
2015; Vicente et al., 2001). Além desses parametros, outros fatores como pH e o teor de sal também
influenciam as reagdes proteicas, nomeadamente a libertacdo de aminoacidos, em virtude da redugéo

do teor de agua livre (Diana et al., 2014).
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A Figura 4.6 apresenta as concentragdes dos aminoacidos livres agrupados identificados nas

amostras de Queijo de Coalho por regido.
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Figura 4.6: Concentragbes médias dos aminoacidos livres identificados nos Queijos de Coalho produzidos nas
mesmas microrregioes.

O perfil dos aminoécidos livres distribuidos nas sete microrregides do Sertdo da Paraiba apresenta
uma predominancia dos mesmos aminoacidos livres identificados para os queijos individuais, ou seja,
a metionina, a fenilalanina, a glutamina, a cisteina, a tirosina, a treonina e a glicina. A metionina é o
aminoéacido com concentragcdo média mais alta nos queijos da maior parte das regides, o que confirma
a sua importancia, destacada no processo de protedlise e na fungcdo de componente importante na
definicdo do aroma e sabor do queijo.

As regifes 6 e 7 destacam-se pelas concentra¢cdes médias elevadas de amino&cidos livres o que
podera resultar das caracteristicas especificas dos microrganismos predominantes nos queijos dessas
regibes, das enzimas presentes no leite, do processamento do queijo, da composi¢éo fisico-quimica
do queijo, que podem interferir no processo de protedlise da caseina e na libertagdo dos aminoacidos

livres.
4.4 Conclusoes

Diante dos resultados apresentados para o perfil de aminoacidos livres identificados nas amostras

de Queijo de Coalho produzido na Paraiba, pode-se concluir que:

e Foram identificados 15 aminoécidos livres, tendo-se observado as co-eluicdes da serina com
a prolina e co-eluicdes parciais da alanina e glicina com a treonina e da isoleucina com a

leucina;

e Este perfil representa uma avaliagdo quantitativa para os aminoacidos livres separados na linha

de base e semi-quantitativa para os aminoéacidos livres que apresentaram co-eluicdo parcial;
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e Sendo o Queijo de Coalho um queijo fresco com maturacdo inferior a 10 dias, foram

identificadas concentracdes relativamente baixas dos aminoéacidos livres;

e Dos 15 aminoacidos identificados nesta pesquisa, oito, considerados aminoacidos essenciais,
como fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, treonina, triptofano e valina foram

identificados em todas as amostras;

e Os aminoacidos livres identificados em concentracdes mais elevadas foram a metionina, a
fenilalanina, a glutamina, a cisteina, a tirosina, a treonina e a glicina, destacando-se a metionina

como o aminodcido predominante deste grupo;

e Asregifes 6 e 7 (Itaporanga e Serra do Teixeira) destacaram-se pela maior concentragéo de
aminoacidos livres quando comparadas com as restantes, 0o que indica uma maior taxa de

protedlise e, portanto, caracteristicas distintas nos queijos destas regides.
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Caracterizacdo microbiolégica do Queijo de Coalho

5.1 Introducéo

5.1.1 Microbiologia do queijo

As caracteristicas microbioldgicas do leite cru produzido no Brasil sédo reflexo das condigbes
precérias de higiene ainda existentes em algumas regides da produgcdo nacional. Associado a este
facto, o comércio informal deste produto e dos seus derivados é uma realidade em diversas regides do
pais. Trata-se de uma fonte de rendimento importante para as popula¢des locais, mas pode representar
um risco microbiolégico para os consumidores devido a possibilidade destes produtos lacteos conterem
microrganismos patogénicos (Ortoloni, 2009).

Os microrganismos que compdem a microbiota dos derivados do leite séo oriundos do leite e a sua
composicao qualitativa e quantitativa é influenciada pelas caracteristicas genéticas do animal, pelo seu
estado nutricional e de salde, pela sua alimentacdo e manejo. Estes microrganismos podem também
ser adquiridos a partir de diversas fontes como a ordenha, manipuladores, utensilios ou 0 ambiente em
geral.

O leite cru e os seus derivados, como 0s queijos artesanais, sdo amplamente consumidos pela
populagdo, mas sao frequentemente produzidos em condi¢gfes insatisfatorias de higiene e geralmente
nao apresentam os padrdes de identidade e qualidade estabelecidos pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Moraes et al., 2005; Feitosa et al., 2003).

O Queijo Coalho é um dos queijos mais tradicionais do Brasil, sendo maioritariamente produzido na
regido Nordeste. Apesar da sua grande popularidade no territorio brasileiro, a producdo concentra-se
ainda no Nordeste, com recurso a processos artesanais, nos quais a matéria prima é o leite cru com a
correspondente microbiota lactica, podendo também conter bactérias ndo lacticas, com potencial
patogénico.

A fonte regional destes organismos contaminantes pressup8e um risco microbiolégico acrescido
para os consumidores provenientes de outras regi6es do Brasil e de outros paises, que terdo
provavelmente menos defesas em relacdo a estes organismos patogénicos do que as popula¢cdes das
regides de onde eles provém.

As bactérias 4cido lacticas (BAL) estdo naturalmente presentes no leite cru ou sédo adicionadas
intencionalmente durante o processo de fabricacdo de queijos, por estarem associadas a propriedades
como sabor, textura e aroma aos produtos lacteos, sendo amplamente empregues como culturas

iniciadoras em diversos produtos dessa industria (Carr et al., 2002).
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As BAL representam um grande grupo de microrganismos naturalmente encontrado em alimentos,
inclusivamente leite e derivados, como o0s géneros Lactobacillus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Weisella, Microbacterium, Bifidobacterium e Propionibacterium
(Holzapfel et al., 2001).

Ferreira (2003) e Jay (2005) expdem 16 géneros no grupo das BAL, das quais, as comumente
encontradas em queijos sdo cinco: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e
Enterococcus (Fox et al., 2000).

O interesse na microbiota de queijo de leite cru e outros produtos lacteos tradicionais séo mantidos
também por uma reconhecida necessidade de identificacdo de novas estirpes de BAL (Wouters et al.,
2002). Tradicionalmente, produtos lacteos abrigam um enorme reservatério de diversidade genética
microbiana, a qual pode ter muito potencial biotecnoldgico que pode ser aplicado a industria alimentar
(Alegria et al., 2009). As BAL especificamente, compdem essa microbiota de forma significativa e séo
apontadas como as principais responsaveis pela inibicdo e destruicdo de outros microrganismos,
incluindo os patogénicos. Estas bactérias sdo utilizadas como culturas iniciadoras em alimentos
fermentados, possuem acao probidtica e também s&o conhecidas pela producéo de varias substancias
antimicrobianas, que contribuem para a bioconservagéo dos alimentos (Ortoloni, 2009).

Investigadores em varios paises trabalharam na identificacdo da microbiota lactica de leite e de
queijos e estudaram a acdo desses microrganismos contra bactérias patogénicas e a producéo de
compostos antimicrobianos por estirpes de BAL, na procura de alternativas de controlo natural de
microrganismos patogénicos. Goli¢ e colaboradores (2013) caracterizaram as bactérias acido lacticas
de queijos frescos e em conserva, todos artesanais, da Sérvia e da Croacia, nos quais as espécies
lacticas mais dominantes foram Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis e Leuconostoc
pseudomesenteroides. Dessas BAL isoladas, 53% produziram substancias com atividade
antimicrobiana.

Litopoulou-Tzanetaki e Tzanetakis (2011) avaliaram as caracteristicas microbiolégicas de queijos
tradicionais da Grécia e identificaram como microflora predominante as NSLAB (non starter lactic acid
bacteria).

Terzic-Vidojevic e colaboradores (2014) investigaram a composicao das bactérias acido lacticas no
queijo artesanal Travnik e outros produtos lacteos produzido numa regido montanhosa da Bésnia e
Herzegovina. Estes produtos séo produzidos com leite de vaca sem adi¢do de fermentos. Em 460
isolados desses queijos foram identificadas as espécies Lactococcus lactis, L. raffinolactis, L. garvieae,
Lactobacillus plantarum, L. helveticus, Enterococcus faecium, E. durans, E. faecalis, E. italicus,
Leuconostoc mesenteroides, L. pseudomesenteroides, L. lactis, Streptococcus thermophilus e S. mitis.

Riquelme e colaboradores (2015) realizaram o primeiro trabalho de caracterizagdo microbiana do
gueijo do Pico, um queijo artesanal dos Agores, Portugal. Quatro filos e 54 géneros foram identificados,
sendo o género Lactococcus o0 mais abundante. Concluiu-se, portanto, que a comunidade bacteriana
do queijo do Pico apresentava poucos taxa dominantes, baixa abundancia de BAL, mas altamente

diversificada.
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As caracteristicas microbiol6gicas do queijo de cabra produzido no Algarve, Portugal, foram
analisadas encontrando-se como abundantes os géneros Lactobacillus e Lactococcus. Alguns destes
microrganismos do género Lactobacillus produziram bacteriocina (Ratéo, 2010).

Da mesma forma, a microbiota lactica do Queijo de Coalho produzido em varios estados do Nordeste
do Brasil e do leite utilizado na sua produgédo tem vindo a ser estudada em varias partes do Brasil, com
a finalidade de identificar as espécies de BAL dominantes. A microbiota lactica do Queijo de Coalho
artesanal produzido no Agreste de Pernambuco, foi avaliada em épocas do ano com diferentes indices
pluviométricos e foram identificados microrganismos dos géneros Enterococcus (36,27%),
Streptococcus (25,12%), Lactococcus (23,03%), Lactobacillus (13,55%) e Leuconostoc (2,3%). N&o se
encontraram correlacdes entre a presenca e a frequéncia dessas bactérias e as diferentes épocas do
ano nas quais foram efetuadas as colheitas (Albuquerque, 2010).

Ramos (2009) avaliou as caracteristicas microbiolégicas do Queijo de Coalho de leite cru produzido
no sertdo de Alagoas, Brasil. Os géneros de bactérias lacticas isoladas foram Streptococcus (41,9%),
Enterococcus (16,3%), Pediococcus (9,3%), Leuconostoc (9,3%), Lactobacillus (4,6%) e Lactococcus
(2,3%). As principais espécies isoladas foram Streptococcus uberis, S. bovis, Lactobacillus plantarum,
Lb. Paracasei paracasei, Pediococcus pentosaceus e Lactococcus lactis.

Guedes Neto (2008) identificou a microbiota lactica em Queijos de Coalho artesanais e industriais
produzidos em Pernambuco, Brasil, e encontrou o0s géneros Lactobacillus, Streptococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Weisella, Escherichia e Erwinia.

Freitas (2011) analisou a microbiota lactica do Queijo de Coalho e do soro do queijo de trés
propriedades situadas no Agreste, Borborema e Sertdo paraibano no Brasil e encontrou como géneros
predominantes das bactérias lacticas Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus e Leuconostoc.

Investigadores que estudaram os prés e os contras dos queijos tradicionais destacaram a
importancia da microbiota do leite cru para a qualidade do queijo, e referiram que a sua biodiversidade
diminui no queijo quando comparado com o leite utilizado na sua producéo (Montel et al., 2014).

Nobrega (2012) estudou a microbiota lactica dos queijos artesanais produzidos na Serra da
Canastra e do Serro, Minas Gerais, Brasil. Os resultados apontaram para uma maior diversidade de
espécies de BAL no queijo Canastra, com as seguintes espécies Lactobacillus plantarum,
Streptococcus gallotyccus, Streptococcus infantarius subsp. infantarius, Lactococcus lactis subsp.
lactis, Enterococcus faecalis e Leuconostoc fallax. No queijo Serro as espécies mais frequentes foram
Lactobacillus plantarum, Streptococcus salivarius, Lactococcus lactis subsp. lactis e Enterococcus
faecalis.

Ferreira et al. (2015) identificaram as bactérias acido lacticas no queijo Marajé, um queijo artesanal
produzido com leite de bifala na Ilha do Maraj6, Maranhao, Brasil, onde a espécie Weissella confuse
foi identificada em todos os queijos. Além dela, outras espécies foram encontradas como S. infantarius
subsp. ianfantarius, L. lactis subsp. lactis, W. paramesenteroides, Leuconostoc paramesenteroides,
Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus brevis e E. genus.

Sobre a importancia das bactérias acido lacticas nos produtos lacteos, Montel et al., (2014) afirmam
gue o sabor é muito mais intenso em queijos de leite cru do que em queijos de leite pasteurizado. Isto

pode justificar a tradicdo destes queijos e o interesse da populacdo. Outro aspeto relevante destas

129



Capitulo 5
Caracterizac&o microbiolégica do Queijo de Coalho

bactérias € a capacidade da microbiota nativa dos queijos de leite cru de produzirem compostos
antimicrobianos para combater agentes patogénicos. Essa inibicdo parece estar mais associada a
qualidade e quantidade que a biodiversidade microbiana (Montel et al., 2014). Sendo alvo de pesquisa,
as BAL sao estudadas quanto ao seu potencial tecnolégico e acéo antimicrobiana por varios autores.

Os queijos artesanais sao tradicionalmente produzidos com leite cru, que apresenta um elevado
namero de microrganismos potencialmente patogénicos. Além dos microrganismos patogénicos que
podem ja estar presentes no proprio leite, outros podem ser transmitidos a partir dos varios
componentes do ambiente de producdo do leite. Listeria monocytogenes e outros microrganismos
patogénicos podem estar presentes na superficie de utensilios utilizados na ordenha. Mastites também
sdo consideradas importantes fontes de contaminacdo do leite, principalmente por Staphylococcus
aureus. Além disso, fezes dos animais e agua podem contaminar o ambiente da ordenha e o leite com
microrganismos patogénicos como Salmonella spp. e Escherichia coli (Oliver et al., 2005).

André et al. (2008) pesquisaram a presenca de Staphylococcus aureus em queijo Minas frescal, em
amostras de leite cru usado na sua producéo e nas méos dos empregados envolvidos na manipulacéo
dos queijos e das matérias-primas, numa indlstria de producé@o de produtos lacteos. Estes autores
identificaram a matéria-prima como a mais provavel fonte de contaminacéo de S. aureus nos queijos.

Muitas pesquisas sdo encontradas na literatura sobre as condi¢Bes higiénicas e sanitarias de
producéo de leite e dos seus derivados, especialmente de queijos artesanais.

Ramos (2009) avaliou as caracteristicas microbiolégicas do Queijo de Coalho de leite cru produzido
no sertdo de Alagoas, Brasil, e concluiu que as condi¢cbes sanitarias foram insatisfatorias devido a
presenca de E. coli e S. aureus.

Santana e colaboradores (2008) avaliando a qualidade microbiolégica do Queijo de Coalho
comercializado em Aracaju, Sergipe, encontraram estafilococos coagulase positiva em 46% das
amostras, Salmonnella spp. em 26% e coliformes termotolerantes, podendo ser classificado como
impréprio para consumo.

Oliveira e colaboradores (2010) avaliaram a qualidade microbiolégica de Queijo de Coalho
comercializado em Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco, Brasil, no periodo de janeiro a dezembro
do mesmo ano, incluindo queijo com e sem registro no Servico de Inspecdo Estadual e no Servico de
Inspecédo Federal. Mais de 80% e 76% das amostras, apresentavam contaminagfes apreciaveis com,
respetivamente, coliformes termotolerantes e estafilococos. Salmonella spp foi detetada em 9,5% das
amostras analisadas.

Viana e colaboradores (2009) pesquisaram a presenca de Staphylococcus e outros microrganismos
indicadores de qualidade no Requeijdao do Norte, um queijo tradicional do Nordeste do Brasil. As
amostras recolhidas em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, isolaram Staphylococcus coagulase
positiva e 0 gene coagulase foi isolado também de amostras fisiologicamente coagulase negativas,
além de um elevado nivel de coliformes fecais e fungos.

Dantas (2012) avaliou a qualidade microbiolégica do Queijo de Coalho comercializado em Patos,
Paraiba, Brasil, a fim de contribuir para a melhoria das condi¢des sanitarias da sua producéo. Todas
as amostras avaliadas encontravam-se fora dos padrdes estabelecidos pela legislagéo, tendo sido

encontrada E. coli em todas as amostras e Salmonella spp. numa amostra.
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Borges (2006) pesquisou a presenca de microrganismos contaminantes, coliformes fecais, E. coli,
Listeria monocitogenes, S. aureus e Salmonella spp na linha de producdo do queijo de uma inddstria
de laticinios em Fortaleza, Ceard. Coliformes totais e fecais e E. coli foram identificados, em niveis
elevados, no leite cru. No queijo ndo foi encontrada E. coli, 0 que pode ser um resultado da competicao
exercida pelas BAL e do efeito antimicrobiano de alguns metabolitos produzidos pelas bactérias
lacticas. Staphylococcus coagulase positiva foi identificada no leite cru, mas foi reduzida a zero no leite
pasteurizado, no entanto a enterotoxina estafilocdcica foi identificada em todas as amostras de um
mesmo lote processado, desde a matéria-prima até ao queijo.

Luz (2009) isolou Staphylococcus aureus do leite e Queijo de Coalho produzidos na regido Agreste
do Pernambuco e identificou através de PCR varios genes produtores de toxinas. Além disto, foram
realizados testes de resisténcia destas estirpes de S. aureus a compostos com atividade
antimicrobiana, tendo-se identificado estirpes com resisténcia a varios tipos de antibiéticos, como
vancomicina, enrofloxacina, e sulfamida e trimetroprim.

Torquato Neto e colaboradores (2008) identificaram a microbiota presente no Queijo de Coalho de
varias localidades de Pernambuco, produzido com leite pasteurizado em micro industrias e também na
zona rural. Espécies dos géneros Staphhylococcus, Lactobacillus, Lactococcus e Streptococcus foram
encontradas, demonstrando uma contaminag&do das amostras.

Guedes Neto (2008) pesquisou sobre as propriedades probidticas das BAL em Queijos de Coalho
artesanais e industriais produzidos em Pernambuco, Brasil e verificou a presenca de Staphylococcus
coagulase positiva e negativa produtoras de enterotoxinas. O mesmo autor também avaliou a atividade
antagonista das bactérias lacticas isoladas dessas amostras tendo verificado que o género
Lactobacillus apresentou atividade a antagonista mais potente de entre as bactérias lacticas (Guedes
Neto et al., 2005).

Freitas (2011) identificou a microbiota lactica isolada do leite, do Queijo de Coalho e do soro do
queijo de trés propriedades situadas no Agreste, Borborema e Sertdo paraibano no Brasil e estudou as
condi¢cdes higiénicas e sanitarias de producdo. Todas as amostras de todas as propriedades
apresentaram resultado acima do recomendado para coliformes termotolerantes e Staphylococcus
aureus.

Alves e colaboradores (2009), avaliando a qualidade microbiolégica de leite cru e Queijo de Coalho
artesanal comercializado em S&o Luiz, Maranhao, Brasil, verificaram que as amostras de leite cru se
encontravam em desacordo com o padrdo microbiolégico e que as amostras de Queijo de Coalho
apresentaram coliformes termotolerantes (66%) e Staphylococcus coagulase positiva (23%) além da
presenca de fungos, sugerindo condi¢cfes higiénicas e sanitarias insatisfatérias.

A qualidade microbiol6gica das amostras de Queijo de Coalho e de manteiga produzidos no Rio
Grande do Norte, Brasil, foi avaliada por Feitosa e colaboradores (2003). As condi¢des precéarias de
higiene e saneamento das amostras foram atribuidas a presenca de E. coli (36%), Staphylococcus
coagulase positiva (72%) e Listeria (9%). Além disto, algumas amostras foram consideradas impréprias
para consumo devido a presenca de Salmonella.

Zaffari (2005) verificou a presenca de organismos patogénicos, E. coli, Listeria monocytogenes e

Brucella sp. em queijos artesanais no Rio Grande do Sul, Brasil. E. coli foi isolada em 32% das
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amostras de queijos e Listeria sp. em 15% das amostras analisadas. Brucella sp. ndo foi encontrada
em nenhuma das amostras estudadas.

A atividade antimicrobiana de bactérias lacticas isoladas do queijo do Pico, Acores, Portugal,
relativamente a Listeria monocytogenes foi estudada por Coelho e colaboradores (2014). As estirpes
Lactococcus lactis e Enterococcus faecalis, produtoras de bacteriocinas, foram testadas no controlo do
crescimento da L. monocytogenes em queijos frescos. Todas as estirpes controlaram o crescimento
desta bactéria nos queijos frescos, mas algumas estirpes de Enterococcus apresentaram-se
particularmente eficientes no controlo deste microrganismo patogénico, demonstrando desta forma o
papel protetor de estirpes produtoras de bacteriocinas no controlo da proliferacéo de alguns agentes
patogénicos em queijos frescos.

As caracteristicas microbiolégicas do queijo de cabra produzido no Algarve, Portugal, foram
analisadas, tendo-se encontrado como prevalecentes os géneros Lactobacillus e Lactococcus.
Verificou-se que algumas das estirpes de Lactobacillus identificadas produziram bacteriocinas (Ratédo,
2010).

Assis (2010) avaliou a viabilidade de estirpes de Lactobacillus rhamnosus e Lactococcus lactis para
atuarem como antagonistas frente ao Staphylococcus aureus e diminuir a producdo de enterotoxinas
em queijos frescos. As estirpes ndo expressaram atividade antagonista frente ao agente patogénico,
no entanto, apresentaram efeito inibitério, com destaque para L. lactis.

Na tentativa de encontrar alternativas para melhorar a qualidade microbiolégica dos produtos lacteos
e garantir ao consumidor a seguranca alimentar dos mesmos sem perda da sua qualidade, tem sido
sugerido o uso de culturas selecionadas e enddégenas de BAL com a finalidade de conservar
caracteristicas organoléticas do Queijo de Coalho. Esta preocupacédo € demonstrada desde o final da
década de 90 quando Lima e colaboradores (1998) avaliaram os aspetos bioguimicos e sensoriais do
Queijo de Coalho produzido com leite pasteurizado e cultura lactica termofilica (Streptococcus
thermophylus e Lactobacillus bulgaricus). Os resultados demonstraram boa aceitacdo dos queijos
produzidos com leite pasteurizado acrescido da cultura lactica, apesar de apresentar baixa atividade
proteolitica.

Neste sentido, Viana (2009) testou culturas lacticas endégenas selecionadas de amostras de Queijo
de Coalho artesanais que foram testados em leite pasteurizado. Cavalcante e colaboradores (2007)
avaliaram a qualidade microbioldgica, fisico-quimica e sensorial de Queijo de Coalho produzido com
leite pasteurizado e culturas lacteas enddgenas, obtidas a partir de leite de vaca cru e Queijo de Coalho
artesanal, produzidos no Ceara. Os resultados de ambos os autores demonstraram a viabilidade da
padronizacdo do produto regional, reduzindo custos, melhorando a qualidade microbiol6gica e
mantendo as caracteristicas sensoriais do produto com o uso de culturas lacteas nacionais, que
conferiram ao produto final as caracteristicas sensoriais de aceitabilidade em relacdo a aparéncia,

sabor e textura dos queijos.

5.1.2 Identificagdo molecular dos microrganismos
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A microbiologia dos alimentos fundamentou-se, durante varios anos, na utilizacdo de técnicas
tradicionais, comecando pelo uso de meios de cultura ndo-seletivos, testes bioquimicos diferenciais,
até a producdo enzimatica e testes sorologicos. Estes testes podem apresentar variabilidade de
resultados decorrentes da interferéncia de fatores ambientais sobre a expressdo génica, baixo poder
discriminatorio, erros de interpretacéo e custo muito elevado. Apesar de serem confiaveis e eficientes,
a detecdo de microrganismos utilizando métodos tradicionais requerem, na sua maioria, tempos longos,
podendo variar de dias e semanas (Gandra et al., 2008).

As técnicas moleculares comecaram a ser utilizadas como uma alternativa na identificacdo na
microbiologia dos alimentos a partir da década de 80 (Gandra et al., 2008). A descoberta da reacao em
cadeia pela polimerase (PCR) foi o grande avanco na aplicacdo das técnicas moleculares na
identificagdo genotipica de microrganismos.

A PCR é uma técnica altamente sensivel, onde pequenas quantidades de ADN ou ARN podem ser
enzimaticamente amplificadas, obtendo-se milhdes de sequéncias alvo. A reagdo é realizada num
termociclador, equipamento automatizado e computadorizado, que promove a alternancia de
temperaturas por determinados periodos de tempo, possibilitando a ocorréncia de ciclos repetitivos de
desnaturagéo e sintese do ADN (Winn et al., 2008).

Vérias técnicas moleculares estdo disponiveis e podem ser aplicadas na identificacdo dos
microrganismos. Dentre elas, as mais utilizadas na microbiologia de alimentos sdo: PCR multiplex, que
amplifica sequéncias de diferentes microrganismos patogénicos simultaneamente; REP-PCR/ERIC-
PCR/BOX-PCR, que amplificam e identificam vérias regifes diferentes do genoma bacteriano; RFLP-
PCR, que realiza a analise de polimorfismo microbiano; PCR-ribotipagem, que amplifica regides
conservadas como 5S, 16S e 23S do rARN diferente entre espécies microbianas; e gPCR (PCR em
tempo real) que amplifica, quantifica e identifica as bandas ao mesmo tempo em que ocorre a reagéo
de amplificacdo (Gandra et al., 2008).

O uso de metodologias convencionais associado a técnicas moleculares para identificacdo de
isolados, é fundamental na caracterizacdo segura e precisa das BAL.

Nobrega (2012), analisando a microbiota lactica dos queijos artesanais produzidos na Serra da
Canastra e do Serro, Minas Gerais, Brasil, identificou espécies através das técnicas moleculares, PFGE
e TTGE.

Diversos autores utilizaram ainda técnicas moleculares para confirmacao das espécies identificadas
através de provas bioquimicas. Queiroz (2008) identificou através de técnicas moleculares (PCR)
bactérias lacticas do género Lactococcus e Lactobacillus, previamente identificadas através de provas
bioguimicas, isoladas do leite, da massa do leite e do Queijo de Coalho artesanal produzido no estado
do Ceara, Brasil. A identidade de quarenta e sete dos microrganismos isolados foi confirmada através
do PCR, destacando a importancia da técnica na eficiéncia e qualidade da identificacdo dos
microrganismos.

O uso de técnicas moleculares na identificagdo de microrganismos tem vindo a ser cada vez mais
adotada como uma técnica de identificagcdo de microrganismos na area da microbiologia de alimentos.
A comparacao das sequéncias da regido 16S do ARN ribossémico (rARN) é uma das mais poderosas

e eficazes técnicas para determinacdo do grau de parentesco filogenético entre os microrganismos

133



Capitulo 5
Caracterizac&o microbiolégica do Queijo de Coalho

(Woese, 1987). Para tal, o uso do sequenciamento do gene que codifica o rARN 16S e o
sequenciamento da regido intergénica, € uma técnica que tem sido cada vez mais utilizada para
caracterizar a diversidade microbiana de alimentos, incluindo os produtos lacteos (Tilsala-Timisjarvi,
1997; Guedes Neto, 2008).

Atualmente, apds mais de 30 anos do inicio do uso das técnicas moleculares em microbiologia
alimentar, varios autores fazem uso dessas ferramentas na identificacdo de microrganismos nos mais
variados alimentos. A Tabela 5.1 apresenta alguns autores, os métodos aplicados, alguns resultados e

os tipos de derivados lacteos.

Tabela 5.1: Referéncias sobre as técnicas moleculares aplicadas na identificacdo de microrganismos em leite e
seus derivados.

REFERENCIA METODO PRIMERS MICRORGANISMOS AMOSTRAS
Achllleo;oel?l?erthler, gPCR Especificos Lc. lactis e Lb. paracasei Queijos

L. plantarum, L. brevis, L. casei, L.
bulgaricus, S. thermophilus, L.
Albesharat et al., M13; 616F e fermentum, L. helveticus, L.
2011 RAPD-PCR 609R paraplantarum, P. pentosaceus,
E. hirae, S. epidermidis, L.
mesenteroides.

Leite materno;
alimentos
fermentados

L. lactis subsp. lactis, L. garvieae,
S. saprophyticus, Klebsiella spp.,
L. plantarum, E. coli, Micrococcus
luteus, Streptococcus spp.,
Alegria et al., 2009 PCR 27FYM e 1492R Corynebacterium variabilis, Queijo Casin
Flavobacterium spp., L.
mesenteroides, Microbacterium
oxydans, Musa acuminata, S.

pasteuri,
Almeira Junior et . . Leite de cabra
al.. 2015 PCR 27F e 1512R L. plantarum, L. casei, E. faecium, cru
B. cereus, B. coagulans, B. subtilis, C.
butyricum, C. tyrobutyricum, E.
faecium, L. gcidophilus, L. curvatus, L.
Bassi etal, 2015  DGGE, PCR CI2F e P4R helveticus, L. plantarum, L. Queijo Padano

rhamnosus, L. sakei, L.
mesenteroides, L. monocytogenes, S.
equorum, S. saprophyticus, S.
macedonicus, S. thermophilus

(Tabela 5.1 continuagéo)

REFERENCIA METODO PRIMERS MICRORGANISMOS AMOSTRAS
E. coli, Y. enterocolitica, S.
. SDS-PAGE 27F e 1492R,; aureus, L. monqcytogeneg B. Queijo Feta
Bozoudi et al., 2015 e PCR Lab159aF e cereus, L. casei, L. reuteri, L. fresco e
Lab677R helveticus, L. lactis, C. maturado

tyrobutyricum, C. sporogenes, L.
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innocua, P. pentosaceus, E.
faecalis, S. thermophilus

E8f e rP2-R;

E. faecalis, E. italicus, E.
saccharominimus, E. hirae, E.
durans, E. gallinarum, E. faecium,
E. pseudoavium, E. viikkiensis, E.
dispar, E. malodoratus, T.
pasteurii, A. viridans, L. lactis

Tanque de

Garnica et al., 2014 PCR subsp. lactis, L. garvieae, S. .
E786F e U1115R parauberis, S. uberis, S. leite de ovelha
agalactatiae, S. bovis/S. equinus,
S. macedonicus, S. infantariuns
subsp. infantarius, S. salivarius, S.
gallolyticus subsp. gallolyticus, S.
Lutetiensis
Georg;(l)%lg etal, PCR - L. macedonicus Qé?ggi:a
L. lactis, Lb. plantarum, Ln.
mesenteroides, E. faecalis, Ln.
pseudomesenteroides, Lb.casei, Queijos
. UNI16SF e Lb.rhamn_osus, Lb.su_(:lcola, Lb. artesanais da
Goli¢ et al., 2013 REP-PCR UNI16SR Helveticus, S. equinus, S. Servia e
thermophilus, E. durans, E. Croacia
faecalis, E. faecium, S. warneri,
Ln.mesenteroides/pseudomesent
eroides, L. garvieae
MEhrSSESEt al., PCE’CT?EP' 11F e 5F; GTGs L. garvieae Leite cru
L. delbrueckii, S. thrmophilus, L.
lactis subsp. Lactis, L. garvieae,
P. pentosaceus, S. uberis,
Acinetobacter spp., L. raffinolactis,
Santarelli et al., LH-PCR ) L. delbrueckii subsp. Queijo Grana
2013 lactis/bulgaricus, L. Padano
sanfranciscensis, Sphingomonas
spp., Lb. rhamnosus, Lb.
casei/paracasei, Pediococcus
acidilactici
Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis,
Enterococcus sp., Ec. faecium,
Ec. durans, Ln. mesenteroides. Queijos
Terzic-Vidojevic et REP-PCR; GTGs; UNI16SF e Lb. casei, E. faecalis, Ln. artesanais da
al., 2014 PCR UNI16SR pseudomesenteroides, Bosnia e
Streptococcus sp., Lc. garvieae, Herzergovina
Lb. plantarum, Lb. helveticus, St.
mitis, Lc. raffinolactis
Lc. lactis diacetyl, Lc. lactis
sLersz | TEMOISLC e Lo
Tormo et al., 2015 REP-PCR; Conrev23,.Genter, faecalis, Lb. sakei, Lb. salivarius, Leite de cabra
PCR REP1R-Dt; REP2- i ; - cru
D: ESF e ESO7R Lb_. !o_hnsonl, Lb._bulgarlcgs, A.
! viridians, A. christensenii, A.
urinae
(Tabela 5.1 continuagéo)
REFERENCIA METODO PRIMERS MICRORGANISMOS AMOSTRAS
16S-FA e 16S- E. dura_ns,_ E. faecalis, E faecium, Alimentos
Yu et al., 2015 P(.:R RA; murE-F e E. |tal!_cus, Lb. brews,_ Lb. fermentados
v multiplex : delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. da Russia

murE-R; paraF,

delbrueckii subsp. lactis, Lb.
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diolivorans, Lb. fermentum, Lb.
graminis, Lb. helveticus, Lb.
kefiranofaciens, Lb. kefiri, Lb.
parabuchneri, Lb. paracasei, Lb.
plantarum, Lb. rapi, Lb. sakei, Lc.
garvieae, Lc. lactis subsp.
cremoris, Lc. Lactis subsp. Lactis,
Leu. Citreum, Leu. lactis, Leu.
mesenteroides, Leu.
pseudomesenteroides,
Pediococcus parvulus, P.
pentosaceus, Streptococcus
parauberis, Streptoccus
thermophilus, Vagococcus teuberi

penF; planF;
pREV

Lactococcus, Streptococcus,

Acinetobacter, Enterococcus,

Lactobacillus, Marinomonas,
Pseudomonas, Staphylococcus,

Riquelme et al Macrococcus, .Exiguoba.cterium, Queijo do
2015 N PCR - Rpthia, Bifidobacterium, Pico-Acores-
Escherichia-Shigella, PT
Chryseobacterium, Leuconostoc,
Pantoea, Stenotrophomonas,
Aeromonas, Flavobacteium,
Elizabethkingia, Serratia
Lb. plantarum, Lb.gasseri, Lb
oL e Queio
obrega, -oh-Llamp Lc. delbrueckii subsp. lactis, S. Ser?ga}SB?;sil
sallivarius, E. faecium, Lb.
Fermentum
E, faecalis, L. garvieae, Lc. lactis
subsp. lactis, Leu. fallax, E.
italicus, Leu. mesenteroides Queijo da
Noébrega, 2012 PCR; PFGE - subsp. mesenteroides,S. Canasta e
infantarius subsp. infantarius, E. Serro - Brasil
faecium, E. durans, E. italicus, St.
salivarius,
OPL-1 e OPL-2; Queijo de
Santos et al., 2015 RAPD-PCR: 8F e 15123, 16-12 Lb. rhamnosus, Lb. plantarum e Coalho
e 23-1B; Lu-5 e Lb. fermentum
artesanal
Lac-2
L, 57F e 1492R; 16- E. faecium. E. durans, E. Leite de
Actrcio et al., 2014 PCR 1A e 23-1B casseliflavus ovelha
Ortolani, 2009 PCR PIb16 € mib16 Le. 'aC“SLSb“bSp lactis, Le lactis, 00 minas
. plantarum
. 5'CAGCAGCCGC Lb plantarum, Lb paracasei, Lb Queijo
Almeida, 2007 TAP-PCR  GGTAAT(W)C3 brevis, Lb delbrueckii, Serrano
Lb casei, Lb fermentum, Leu. .
Silva, 2010 RAPD-PCR M:feéggg': mesenteroides, Lb. delbrueckii Ml?slgjrgla
subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii
Lc lactis subsp cremoris, E.
faecalis, Lc. lactis subsp lactis, Queijo de
Santos Neto, 2007 PCR ) Leu.IC|treum,E. |taI|_cus, ITe_u lactis, Coalho-PE,
S; aureus, S. epidermidis, S. .
. . ’ Brasil
salivaryus, S. bovis, Klebsiella
oxytoca,E. Coli
LU-5 e Lpar4; . . Queijo de
Queiroz 2008 PCR Lihis3F e LihisdR: Ll(;:]e:g?s rf"”f_’ts)p ;;‘éis'j Coalho — CE-
Lpla2 e IPla3 P um, Lbp ’ Brasil
(Tabela 5.1 continuagéo)
REFERENCIA METODO PRIMERS MICRORGANISMOS AMOSTRAS
S. thermophilus, Lb. casei, Lb. Queijo de
Guedes Neto 2008 PCR - fermentum, Lb. rhamnosus, E. Coalho do PE-
faecalis, W. confusa, Lb. Brasil

136



Capitulo 5
Caracterizac&o microbiolégica do Queijo de Coalho

acidophilus, Lc.. raffinolactis, Lc
lactis, E. coli, E. amylovora,

O presente trabalho teve como objetivo identificar a diversidade microbiana presente no Queijo de

Coalho artesanal produzido no Sertdo da Paraiba, Nordeste, Brasil.

5.2. Materiais e métodos

5.2.1 Amostragem

As 28 amostras do Queijo de Coalho produzidas com leite sem pasteurizacdo foram coletadas em
queijeiras e comércio local no periodo de junho de 2013 a agosto de 2014, em sete microrregides que
compdem a mesorregido do Sertdo Paraibano: Catolé do Rocha, Cajazeiras, Souza, Patos, Itaporanga,
Pianc6 e Serra do Teixeira. As amostras que estavam originalmente expostas em balcdes ou sob
refrigeracdo, foram transportadas em caixas isotérmicas acondicionadas em gelo para o Laboratério
de Microbiologia que pertence ao Laboratério de Analises de Matérias Primas Agropecuarias, da

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Patos, Paraiba, Brasil.

5.2.2 Preparacdo das amostras e isolamento das bactérias acido-lacticas (BAL)

Numa balanca semi-analitica (Shimadzu) pesaram-se 25 g de cada amostra e posteriormente,
adicionaram-se 225 mL de solucao estéril de citrato de sédio 2% (Vetec) e homogeneizou-se a mistura
num aparelho tipo Stomacher (Seward, 400), durante 3 minutos. Em seguida, foram realizadas
diluigbes decimais das amostras de 101 a 102° em solugao peptonada a 0,1% (Merck) estéril (Harrigan,
1998). De cada diluicdo, semeou-se 1,0 mL em placas de Petri, com adicdo de aproximadamente 20
mL dos meios de cultura seletivos estéreis De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e M17 (Himedia), em
duplicado. Nas placas contendo o agar MRS, adicionou-se uma sobrecamada. Os meios de cultura
foram preparados de acordo com a recomendagédo do fabricante com as seguintes modificagdes: M17
— acrescentou-se purpura de bromocresol (0,04 g/L) e MRS — adicionou-se pUrpura de bromocresol
(0,04 g/L) e carbonato de calcio (5,0 g/L), ambos para facilitar a visualizacdo de halos amarelos em
torno das coldnias, indicadores da producao de &cidos (APHA 2001). As placas de Petri contendo o
meio MRS foram incubadas a temperatura de 30°C/48 h (BAL mesdbfilas) e as que continham o agar
M17 foram incubadas a 30 °C (BAL mesdfilas) e 42 °C (BAL termdfilas) por 48 h em condi¢des de
anaerobiose (Carvalho, 2007).

Decorrido o periodo de incubacdo, as placas que apresentavam entre 25 a 250 Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) por placa, foram selecionadas para isolamento e purificagdo. De cada
meio de cultura (MRS e M17) e temperatura foram selecionadas 10 colonias. As colénias foram
retiradas das placas com o auxilio da alca de platina estéril e transferidas para 10 mL de meios de
cultura MRS e M17, respetivamente, e incubadas a 30 °C e 42 °C, por 24 h, para crescimento de BAL

mesodfilas e termdfilas (Silva et al., 2007).
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Ap6s a incubacdo em meio de cultura, foi transferido para placas contendo Agar MRS e M17, por
esgotamento, pelo método de estrias, e incubadas a 30 °C e 42 °C, respetivamente, por um periodo de
48 horas em condi¢des de anaerobiose. Em seguida, as colonias foram submetidas ao teste de
catalase e a coloracdo de gram, e visualizadas em microscopio 6tico com lente objetiva 100x e 6leo de
imersao. Foram consideradas como caracteristicas lacticas as colénias que reagissem ao teste de gram
(gram positivo) na forma de cocos, bacilos ou bacilos cocoides e catalase negativa.

Com afinalidade de promover uma criopreservacédo das bactérias, dez colénias de cada meio foram
transferidas para meios de cultura M17 e MRS, respetivamente, e novamente incubadas a 30 °C e 42
°C por 24 horas. Decorrido esse periodo, 800 L de cada meio de cultura foram transferidos para tubos
de eppendorf de 1,5 mL e adicionados 200 uL de glicerol e congelados a -20 °C (Silva, 2011; Acurcio
et al., 2014). Em paralelo, 1,0 mL dos meios de cultura foi transferido para tubos de eppendorf de 2,0
mL e encaminhados para o Laboratério de Biologia Molecular do Semiarido, no Hospital Veterinario da
UFCG, Patos, Paraiba, Brasil.

5.2.3 Andalise molecular

De um total de 28 amostras de Queijo de Coalho recolhidas no Sertdo da Paraiba, foram obtidas
609 colénias com caracteristicas de BAL. Essas col6nias foram submetidas a extracdo de ADN,
amplificacdo do gene 16S rARN pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), purificacdo e

sequenciamento do produto da PCR.

5.2.3.1 Extrag&o de ADN

Os microtubos de eppendorf de 2,0 mL contendo 1,0 mL dos meios de cultura de MRS e M17 foram
centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos em centrifuga (Centrifuga, HT) obtendo-se o precipitado. A
partir do precipitado e apds desprezar o sobrenadante, o ADN foi extraido com QIAzol® (Qiagen),
adicionando 1,0 mL do Qiazol diretamente sobre o precipitado seguido de agitacao em vortex por 2
minutos. Em seguida adicionaram-se 250 yL de cloroférmio e agitou-se suavemente com inversdes
manuais. Apds centrifugagdo a 12.000 rpm/15 minutos, transferiu-se o sobrenadante para novos tubos
de eppendorf, com cuidado para nao recolher a linha esbranquicada que separa as duas fases, e
descartaram-se os tubos com o precipitado. Aos novos tubos de eppendorf adicionaram-se 500 L de
etanol puro gelado, agitaram-se rapidamente em vértex e guardaram-se por 30 minutos a -20 °C.
Decorrido este periodo os tubos foram centrifugados a 12.000rpm/15 minutos. De seguida iniciou-se a
etapa de lavagem do ADN, desprezando o sobrenadante e adicionando 1 mL de etanol 70% gelado e
centrifugando a 10.000 rpm/5 minutos, por trés vezes. Apo6s a Ultima lavagem descartou-se o
sobrenadante e deixou-se o precipitado secar a temperatura ambiente durante 12 horas. Os
precipitados foram solubilizados em 100 pL de agua ultra-pura e mantidos em repouso durante 1 hora,
para posterior avaliagdo da quantidade e grau de pureza do ADN bacteriano por espectrofotémetria

(BioPhotometer plus, Eppendorf).
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5.2.3.2 PCR e purificagdo do produto da PCR

A técnica utilizada na identificagcdo dos microrganismos presentes nas amostras de Queijo de
Coalho do Sertdo paraibano foi a PCR-ribotipagem. Esta técnica baseia-se na amplificacdo e
sequenciamento da regido entre as sequéncias conservadas 16S e 23S do operdo do ARN ribossémico
(rARN) através da PCR, utilizado na diferenciacao entre espécies microbianas.

A reacao em cadeia pela polimerase (PCR) foi realizada em termociclador (BIOCYCLER) utilizando
0 par de primers plb16 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e mib16 (5-
GGCTGCTGGCACGTAGTTAG-3’) (Ortoloni, 2009). A PCR foi preparada para um volume final de 20
pL constituida por 5Ul One Taqg ADN Polimerase (BioLabs), tampao 10X, cloreto de magnésio 1,5mM,
10mM de dNTP, 10 umol de cada primer, ADN e agua ultra-pura (Himedia). A reacao de amplificacdo
ocorreu sob as seguintes condi¢des: desnaturacao inicial 94 °C por 5 minutos; 30 ciclos seguidos de
desnaturacéo a 94 °C por 30 segundos; hibridizacdo a 55 °C por 45 segundos; extenséo a 72 °C por 1
minuto e 30 segundos; e extensdo final a 72 °C por 7 minutos e 4 °C para manutenc¢édo (Ortoloni, 2009;
Kullen et al., 2000). Para visualiza¢édo da reacao de PCR, o material amplificado foi corado (Safer-dye
non-mutagenic flourescent reagente, KASVI), aplicado em gel de agarose a 1,2% e submetido a
eletroforese por 40 minutos & U=080V (80), | = 400mA (47) e P = 065W (3). O gel foi observado sob luz
ultravioleta e fotografado.

O material amplificado das amostras, resultante da PCR foi purificado com o kit Invisorb Clean-Up
(INVITROGEN) de acordo com as recomendac¢des do fabricante e congeladas a -20 °C para posterior

sequenciamento.

5.2.3.3 Sequenciamento

Para o sequenciamento, o material amplificado e purificado foi encaminhado para a Plataforma de
Sequenciamento do Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Recife, Pernambuco, Brasil. A leitura foi realizada no sequenciador ABI 31001 (AB Applied
Biosystems/HITACHI), composto de 16 capilares com comprimento de 50 cm. As sequéncias obtidas
foram analisadas e alinhadas no programa Mega 6.0 e comparadas com dados depositados no
GenBank (National Center for Biotechnology Information — NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast),

utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

5.3. Resultados e discussao

5.3.1 Populacéo das bactérias &cido-lacticas
A populagao microbiana das BAL cultivadas nos meios especificos e nas temperaturas de incubagao

a 30 °C (mesdfilas) e 42 °C (termdfilas) apresentaram uma populacdo elevada (Tabela 5.2), variando

de 108 a 10L. A microrregido de Itaporanga foi a que apresentou maior nimero, 2,3x10%'de UFC/g de
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Queijo de Coalho, com destaque para as colonias mesdfilas que cresceram no meio M17. A

microrregido de Cajazeiras foi a que apresentou o menor ndmero, 2,8x108 UFC/g de Queijo de Coalho.

Tabela 5.2; Média e desvio padrédo de BAL (UFC/g) de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertéo da Paraiba,
Nordeste, Brasil.

Meio de cultura e temperatura

MicrorregiGes

MRS (30 °C) M17 (30 °C) M17 (42 °C)

Catolé do Rocha-R1 2,7x10%0 3,3x10° 1,9x10°
Cajazeiras-R2 5,5x108 5,1x108 2,8x108
Sousa-R3 4,5x108 4,9x10%0 3,4x108
Patos-R4 4,2x108 4,0x10° 3,4x108
Pianc6-R5 4,8x10° 4,5x10° 3,6x10°
Itaporanga-R6 4,6x1010 2,3x1011 4,3x10%0
Serra do Teixeira-R7 2,8x10° 3,8x10° 3,0x10%0

As caracteristicas morfolégicas das colonias de BAL foram observadas antes da extracdo de ADN.
Os testes de gram e da catalase foram realizados e as colénias gram positivas com formato de cocos,
bacilos ou cocobacilos e catalase negativo foram selecionadas. O meio de cultura M17 apresentou uma
seletividade elevada para as colénias com formato de cocos, que corresponderam a 91,87% dos
isolados enquanto 7,18% foram bacilos e 0,93% foram cocobacilos. No meio de cultura MRS foi
observado o crescimento de col6nias das quais 81,87% com forma de bacilos e 18,12% com forma de
cocobacilo. Guedes Neto (2008) encontrou um resultado similar no Queijo de Coalho artesanal e
industrial produzido em Pernambuco, onde observou que no meio M17 houve uma predominéncia de
cocos, enquanto no meio MRS houve uma predominéncia de bacilos ou bastonetes.

Os resultados encontrados neste trabalho revelam uma populacéo elevada de BAL identificadas nas
amostras de Queijo de Coalho produzidas no Estado da Paraiba. Isto pode dever-se ao facto de as
amostras serem queijos artesanais, isto é, produzidos com leite ndo-pasteurizado, e preservando,
portanto, a populacdo de BAL originalmente presentes na matéria-prima. A presenca de bactérias
lacticas e nao lacticas no leite cru, resulta da sua transmisséao a partir da glandula mamaria, ambiente,
agua ou da prépria manipulacdo, e pode justificar o elevado niumero de UFC/g encontrado nestes
queijos. O nimero de coldnias mesodfilas foi maior do que o nimero de colénias termofilicas pode ser
atribuido a uma possivel padronizacdo no processo de fabricacdo do queijo, sugestivo do nao-
cozimento da massa.

A Figura 5.1 mostra a distribuicdo dos diferentes tipos morfolégicos que comp8em a populagdo

microbiana, apds analise morfologica e sequenciamento.
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Populacédo de Cocos e Bacilos por Amostra
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Figura 5.1: Populagdo de cocos mesofilicos, cocos termofilicos e bastonetes isolados de Queijo de Coalho da
Paraiba expresso em nimero de colénias por amostra (Fonte: Dados do autor, 2015).

Legenda: R1-Microrregido de Catolé do Rocha; R2- Microrregido de Cajazeiras; R3- Microrregido de Sousa; R4-
Microrregido de Patos; R5- Microrregido de Pianc6; R6- Microrregido de Itaporanga; R7- Microrregido de Serra do
Teixeira.

O numero elevado de colonias com aspeto cocéide que cresceram no meio M17 em ambas as
temperaturas correspondeu a 91,9% das coldnias isoladas. Um resultado semelhante foi verificado por
Albuguerque (2010) na sua pesquisa com Queijo de Coalho de Pernambuco, onde encontrou também
uma percentagem de aproximadamente 86% de cocos entre as BAL. Noutros queijos produzidos com
leite ndo pasteurizado na Europa obtiveram-se resultados semelhantes. Pangallo et al. (2014), realizou

estudos com queijo Bryndza e observou que a maioria das BAL isoladas no 4gar M17 eram cocos.

5.3.2 Identificacao das espécies através de PCR-ribotipagem

De 28 amostras de Queijo de Coalho foram selecionadas 609 col6nias com caracteristicas
morfoldgicas sugestivas de bactérias acido lacticas (BAL), isto €, bactérias gram-positivas em forma de
bastonete, cocos ou cocobacilos gram-positivos e catalase negativa, foram selecionadas. Quatrocentas
e sessenta destas colonias (75,5%) foram identificadas pelo sequenciamento como sendo BAL, dos
quais 93,3% foram classificadas como cocos e 6,7% como bacilos. Cento e quatro coldnias
amplificadas foram identificadas como bactérias néo lacticas (17,1%) e quarenta e cinco col6nias nao
amplificaram.

ApOs a realizagdo da extracdo do ADN das bactérias, a PCR foi realizada utilizando os primers plb16
(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e mIb16 (5'-GGCTGCTGGCACGTAGTTAG-3’) com a finalidade
de amplificar o gene da regido 16S rARN. Os primers amplificaram uma sequéncia de

aproximadamente 500pb, conforme mostra a Figura 5.2.
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Figura 5.2: Produto da PCR em gel de agarose a 1,2% separado através de eletroforese (PM: peso molecular
500pb; CN: controlo negativo; CP: controlo positivo; Amostras: 03 a 20). (Fonte: Dados do Autor, 2015).

Apo6s a PCR, os produtos amplificados foram purificados e enviados para sequenciamento. As
sequéncias que apresentavam eletroferogramas de qualidade e com Phred acima de 30 (Figura 5.3)
foram alinhadas no programa Mega 6.0 e comparadas com as sequéncias depositadas no banco de
dados do GenBank, utilizando a ferramenta BLAST. Estas espécies foram identificadas com base na
identidade do score do gene da regido 16S do rARN. Apds a identificacdo, as sequéncias foram
submetidas e inseridas no GenBank, onde se encontram registradas com um nimero de acesso e

disponiveis para consultas e pesquisa.

AMMMAMW\&NWMM%WMMMAAMN

CCTTGGTGHGCCGTTHC-C-TCHCCHHCTHGCTHHTGCHCCGCGGGT
230 240 250

Figura 5.3: Eletroferograma de uma das amostras sequenciadas, indicando o valor de Phred. (Fonte: Dados do
Autor, 2015).

As espécies de BAL presentes no Queijo de Coalho artesanal da Paraiba identificadas através de
PCR-ribotipagem e sequenciamento apresentam-se na Tabela 5.2. As 456 colonias de BAL
sequenciadas identificaram seis géneros, distribuidos na seguinte ordem decrescente: Lactococcus
(40,13%), Enterococcus (35,30%), Streptococcus (18,64%), Lactobacillus (5,48%), Leuconostoc
(0,43%) e Weissella (0,22%). O grau de identidade das sequéncias variou de 96% a 100% quando
comparado com a base de dados NCBI GenBank.
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A microbiota lactica de leite cru e de produtos lacteos tradicionais ainda estimula o interesse pela
necessidade de identificar novas estirpes de BAL, para complementar ou substituir as atuais ou
identificar microrganismos responsaveis pelas caracteristicas organoléticas de produtos regionais. A
diversidade da microbiota lactica isolada do Queijo de Coalho da Paraiba foi bastante elevada e a sua
identificacdo com recurso a técnicas moleculares permitiu conhecer com mais detalhe o perfil das BAL
responsaveis pelas caracteristicas do Queijo de Coalho da Paraiba.
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Tabela 5.3: Espécies de BAL isoladas de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da Paraiba, Nordeste, Brasil.
Espécies identificadas com base na

Nimero de colénias por microrregido

elevada identidade no score da Numero de acesso ao Gen Bank Subtotal
regido 16S R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
KT989994/ KT989995/KT989996 1 0 0 0 0 0 2 03
Enterococcus casseliflavus 99%
- 0 0 0 0 0 2 3 05
KT989997/KT989998/KT989999/KT990000 0 0 0 1 3 0 0 04
Enterococcus durans 99-96%
- 1 0 3 0 0 0 0 04
KT990001/KT990002/KT990003/KT990004/KT99000 0 1 3 0 0 1 3 08
5/KT990006/KT990007/KT990008
Enterococcus faecalis 100 -99%
- 2 0 0 2 0 1 0 05
KT990009/KT990010/KT990011/KT990012/KT99001
3/KT990014/990015/KT990016/KT990017/KT990018
/KT990019/KT990020/KT990021/KT990022/KT9900
23/KT990024/KT990025/KT990026/KT990027/KT99 -+ 0 04 o1 3 o1 02 22
Enterococcus faecium 100 -96% 0028/KT990029/KT990030
- 06 25 07 31 07 19 09 104
Enterococcus gallinarum 100-99% KT990031/KT990032 0 0 0 0 0 2 0 02
KT990033/KT990034 0 0 0 1 0 0 1 02
Enterococcus italicus 100%
- 0 0 0 1 0 0 1 02
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(Tabela 5.3 continuagéo)

Espécies identificadas com base na

Nimero de colénias por microrregido

elevada identidade no score da Numero de acesso ao Gen Bank Subtotal
regiso 16S R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
KT990035/KT990036/KT990037 0 2 1 0 0 0 0 03
Lactobacillus fermentum 99%

- 0 3 1 0 0 0 0 04
KT990038/KT990039/KT920040/KT990041/KT99004 0 4 1 0 0 0 0 05

Lactobacillus plantarum 99 - 98%
- 0 4 0 0 0 0 0 04
Lactobacillus plantarum subsp. KT990043/KT990044/KT990045/KT990046/KT99004 0 6 0 0 0 0 0 06

plantarum 100 - 99% 7KT990048
Lactobacillus rhamnosus 99% KT990049/KT990050/KT990051/KT990052 0 0 3 1 0 0 0 04
KT990053/KT990054/KT990055/KT990056/KT99005

7/KT990058/KT990059/KT990060/KT990061 0 1 1 0 3 0 4 09

Lactococcus garvieae 100 - 99%
- 0 15 4 9 9 5 20 62
KT990062/KT990063/KT990064/KT990065 0 2 1 0 1 0 1 5

Lactococcus lactis 100 - 99%
- 0 0 0 2 1 9 2 14
KT990066 0 0 0 0 0 0 1 01
Lactococcus lactis subsp. lactis 100
- 99%

- 10 3 2 12 20 28 19 94

145



Capitulo 5

Caracterizacédo microbiologica do Queijo de Coalho

(Tabela 5.3 continuacéo)

Espécies identificadas com base na

Nimero de colénias por microrregido

elevada identidade no score da Numero de acesso ao Gen Bank Subtotal
regido 16S R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Leuconostoc mesenteroides subsp.

mesenteroides 99% KT990092/KT990093 1 0 0 1 0 0 0 02

KT990067/KT990068/KT990069/KT990070/KT99007

1/KT990072/KT990073/KT990074/KT990075/KT990
6 0 1 0 4 0 0 11

. . 076/KT990077
Streptococcus infantarius subsp.
infantarius 100% - 99%

- 14 0 9 0 10 0 0 33
Streptococcus iniae 100% - 99% KT990078 0 0 0 0 0 1 0 01

KT990079/KT990080/KT990081/KT990082/KT99008
3/KT990084/KT990085/KT990086/KT990087/KT990 5 0 7 0 1 1 0 11

088/KT990089
Streptococcus lutetiensis 99%

- 1 0 3 4 1 18 0 27
Streptococcus macedonicus 99% KT990090/ KT990091 0 0 0 0 0 0 2 02
Weissella paramesenteroides 99% KT990094 0 0 0 1 0 0 0 01
Total 55 66 51 67 63 88 70 460

Legenda: R1-Catolé do Rocha; R2-Cajazeiras; R3-Sousa; R4-Patos; R5-Pianco; R6-ltaporanga; R7-Serra do Teixeira. (Fonte: Dados do Autor, 2015).
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Algumas diferengas foram observadas quanto a prevaléncia dos géneros entre as varias
microrregides. Na microrregido de Catolé do Rocha (R1), a prevaléncia foi do género Streptococcus,
enquanto nas microrregides de Cajazeiras (R2), Sousa (R3) e Patos (R4) o género Enterococcus foi o
mais abundante. O género Lactococcus foi o mais abundante nas microrregides de Pianc6 (R5),
Itaporanga (R6) e Serra do Teixeira (R7). Esta distribuicdo € demonstrada na Figura 5.4, onde se
observa uma organizacado dos géneros de BAL por microrregido, seguindo um alinhamento geograéfico.
Jans e colaboradores (2013) obtiveram resultados semelhantes para a microbiota de leite fermentado
em Africa, tendo estes autores encontrado diferencas regionais na prevaléncia de Streptococcus
infantarius subsp. infantarius. Varios fatores como tipo predominante de vegetacdo nas regides
estudadas, temperatura, pluviosidade e composicdo das amostras de Queijos de Coalho foram
avaliados, na tentativa de encontrar alguma razéao para justificar esta distribuicdo, mas nenhum desses
fatores se apresentou fortemente associado. No entanto, as caracteristicas genéticas e fisioldgicas dos
rebanhos que produziram o leite podem ser fatores cruciais para este resultado, dado que como ja foi
referido, diversos autores encontram fortes correlacées entre a microbiota do leite e dos queijos
produzidos a partir deste.

Quanto as espeécies de BAL, considerando todas as amostras analisadas, a mais abundante foi o
E. faecium com 27,4%, seguido pelo L. lactis subsp lactis com 20,6%, L. garvieae com 15,4% e
Streptococcus infantarius subsp. infantarius com 9,6%. No entanto, diferencas na composi¢do
qualitativa das espécies de BAL foram observadas por microrregido.

Foi na microrregido de Patos (R4) que se observou a maior diversidade de espécies de BAL. Seis
géneros foram encontrados e apresentam-se a seguir por ordem decrescente: Enterococcus (55,2%),
Lactococcus (34,3%), Streptococcus (6,0%), Lactobacillus, Leuconostoc e Weissella (1,5%), cada. O
género Enterococcus apresentou a maior diversidade, incluindo espécies como E. casseliflavus, E.
durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum e E. italicus. Na microrregido de Patos a espécie E.

faecium apresentou a maior prevaléncia (47,7%).
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D7 SN e

Legenda: Microrregides R1 — Catolé do Rocha; R2 — Cajazeiras; R3 — Sousa; R4 — Patos; R5 — Piancg;
R6 — Itaporanga; R7 — Serra do Teixeira. (Fonte: Dados do Autor, 2015).

Streptococcus Enterococcos ‘ Lactococcus

Figura 5.4: Distribuicdo por microrregido das BAL isoladas de Queijo de Coalho artesanal produzido na Paraiba.

Diversos autores associam o0 género Enterococcus com as caracteristicas organoléticas dos
produtos artesanais e realcam a sua participacdo no processo de maturacdo do queijo, como o queijo
de S&o Jorge, produzido em Portugal (Kongo et al., 2007), o queijo Raschera (Dolci et al., 2008) e o
queijo Fontina (Giannino et al., 2009) produzidos na Italia, queijo artesanal feito a partir de leite de cabra
produzido em Espanha (Martin-Platero et al., 2009) e queijo Istriano, da Cro4cia (Fuka et al., 2010).
Albuguerque (2010) também encontrou o género Enterococcus como sendo 0 mais abundante entre
as BAL isoladas do Queijo de Coalho produzidos no Estado de Pernambuco, Brasil.

Varias espécies do género Enterococcus, tais como o E. faecium, E. faecalis, E. italicus e E. durans
ja foram isolados a partir de queijos. A espécie mais abundante encontrada neste trabalho foi o
Enterococcus faecium, resultado semelhante ao encontrado por Carvalho (2007) em Queijo de Coalho
produzido no Estado do Cear4, Brasil. Acurcio et al. (2014) também isolaram 56,25% de Enterococcus
faecium das bactérias &cido lacticas de leite de ovelha. Além desta espécie, E. faecalis, E. durans, E.
italicus, E. casseliflavus e E. gallinarum também foram identificadas. O Enterococcus italicus foi isolado
na Tunisia (Gaaloul et al.,, 2014) a partir do leite cru, tendo a identificacdo sido feita através do
sequenciamento do gene 16S rARN. No Brasil, este € o primeiro registro de E. gallinarum e do E.
casseliflavus isolados em Queijo de Coalho artesanal.

Nas microrregifes do Pianco (R5), ltaporanga (R6) e Serra de Teixeira (R7) o género Lactococcus
foi 0 mais abundante, seguido por Enterococcus e Streptococcus. A espécie L. lactis subsp. lactis foi a

mais prevalente nas microrregides de Piancé (R5) e ltaporanga (R6), com 31,7% e 31,8%,

148



Capitulo 5
Caracterizacdo microbioldgica do Queijo de Coalho

respetivamente. De acordo com Casalta e Montel (2008), esta espécie € uma das mais comuns em
leite cru e derivados.

O género Lactococcus apresentou a maior prevaléncia neste trabalho, correspondendo a 40,2% das
colénias isoladas. Guedes Neto et al. (2005), Carvalho (2007) e Silva et al. (2012) relataram o
isolamento de Lactococcus em Queijo de Coalho artesanal na regido Nordeste. As espécies L.
garvieae, L. lactis e L. lactis supsp. lactis foram as espécies isoladas nesta pesquisa. Lactococcus sdo
geralmente encontrados no ambiente, plantas e pele dos animais e a sua presenca no leite cru e
derivados pode ser atribuida a contaminacao durante a ordenha do leite com a forragem (Casalta e
Montel, 2008)

Nao ha relatos na literatura sobre o isolamento e identificagdo do Lactococcus garvieae em queijos
brasileiros industriais ou artesanais. No entanto, esta espécie foi encontrada em queijos e leite de vaca
noutros paises (Alegria et al., 2009; Alomar et al., 2008; Fortina 2009). O L. garvieae foi identificado
nas amostras de quase todas as microrregibes pesquisadas neste trabalho, com excecdo da
microrregido de Catolé do Rocha (R1). A microrregido da Serra do Teixeira (R7) apresentou o L.
garvieae com 34,2%, sendo a espécie mais abundante.

A diversidade microbiana das BAL encontradas na microrregido de Itaporanga (R6) compreende os
seguintes géneros: Lactocococcus com 47,7%, Enterococcus com 29,5% e Streptococcus com 22,7%.
A maior prevaléncia verificada foi da espécie L. lactis subsp lactis com 31,8%, seguida pelo E. faecium
com 22,7% e o S. lutetiensis com 21,6%. Segundo Casalta e Montel (2008), o L. lactis subsp lactis pode
ser encontrado em quantidades elevadas nos primeiros dias ap0s processamento do queijo. A presenca
predominante de cocos identificadas nesta microrregido justifica o numero elevado de col6nias
mesofilicas isoladas, 2,3x10! de UFC/g de Queijo de Coalho, nesta microrregido.

A microrregido de Sousa (R3) apresentou uma prevaléncia elevada do género Streptococcus com
39,2%, seguido do Enterococcus com 33,3%, Lactococcus com 15,7% e Lactobacillus com apenas
11,8%. A espécie E. faecium (21,6%) aparece como a mais prevalente, seguidas de S. lutetiensis e S.
infantarius subsp. infantarius, com 19,6%.

A microrregido de Catolé do Rocha (R1) apresentou maior prevaléncia do género Streptococcus,
seguido por Enterococcus e Lactococcus. A espécie S. Infantarius subsp. infantarius foi a mais
abundante, com 36,4%. O género Streptococcus mostrou a maior variedade de espécies identificadas
em todos os queijos. Neste trabalho, quatro espécies do género Streptococcus foram identificadas:
Streptococcus infantarius subsp. infantarius, Streptococcus lutetiensis, Streptococcus macedonicus e
Streptococcus inae. A identificagdo do Streptococcus infantarius subsp. infantarius € muito frequente
em produtos fermentados artesanais produzidos na Africa (Jans et al., 2012). Gaglio et al. (2014)
identificaram S. lutetiensis e S. infantarius no queijo italiano Vastedda della Valle Del Belice. De acordo
com Winn et al. (2008), o S. lutetiensis é uma reclassificacdo do S. infantariuis subsp. coli, que pertence
ao complexo bacteriano S. bovis/Streptococcus equinus (Schlegel et al., 2000; Pacini et al., 2006).
Membros do género Streptococcus também foram encontrados em outras pesquisas realizadas com
Queijo de Coalho em Pernambuco (Guedes Neto, 2008) e no Ceara (Albuquerque, 2010), no Brasil.

Orsahin (2012) no seu trabalho com queijo Armola, na Turquia, também isolou o S. lutetiensis.
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O S. macedonicus foi isolado apenas na microrregido da Serra do Teixeira (R7). E uma bactéria
termofilica e homofermentativa, que cresce bem a 42 °C. O S. macedonicus foi isolado em queijo da
Canastra, Minas Gerais (N6brega, 2012), sendo, no entanto, o primeiro registro destes microrganismos
em Queijo de Coalho. Nos queijos da microrregido de Cajazeiras (R2), analisados neste trabalho néo
foram identificadas espécies do género Streptococcus.

Do género Lactobacillus, as espécies isoladas foram Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus plantarum subsp. plantarum e Lactobacillus rhamnosus. Este género é
frequentemente isolado em produtos lacteos, por se tratar de uma espécie abundante nestes alimentos
e desempenha um papel importante nas caracteristicas organoléticas de produtos lacteos, além das
suas propriedades probiéticas e produtoras de antimicrobianos.

Em Queijo de Coalho ja foram isoladas espécies do género Lactobacillus como descrito por Santos
et al. (2015), Albuquerque (2010), Assis (2010), Ramos (2009), Viana (2009), Guedes Neto (2008),
Queiroz (2008), Carvalho (2007), entre outros.

Espécies do género Lactobacillus foram também isoladas de outros tipos de queijo e de outros
produtos lacteos (Yu et al., 2015), de queijo Zlatar, um queijo tradicional da Servia (Veljovic et al., 2007),
leite de ovelha (Acurcio et al., 2014), leite de cabra (Almeira Janior et al., 2015), queijo grego
(Litopoulou-Tzanetaki et al., 2011), queijo portugués (Ratdo, 2010) e queijos da Serra da Canastra e
Serrano (Nobrega, 2012). Apesar da sua importancia em produtos lacteos, neste trabalho o género
Lactobacillus aparece apenas em 5,18% dos isolados. Resultados similares foram encontrados por
Ramos (2009) e Albuquerque (2010), que pesquisaram BAL em Queijo de Coalho de Alagoas e de
Pernambuco, Brasil, e que encontraram percentagens de 4,6% a 13,55% de Lactobacillus nos isolados
de BAL. No presente trabalho a percentagem de espécies do género Lactobacillus variou entre as
microrregides, sendo de 28,8% desse género isolados da regido de Cajazeiras (R2), de 11,8% na
regido de Sousa (R3) e de 1,5% na regido de Patos (R4).

O género Leuconostoc, que também compde a microbiota lactica, € considerado importante na
producéo de derivados de lacticinios, devido a sua ac¢éo adjuvante na producéo de aroma em produtos
lacteos (Hassan e Frank, 2001). Neste trabalho, a espécie Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides foi isolada de Queijo de Coalho na microrregido de Catolé do Rocha (R1) e na
microrregido de Patos (R4). Varios investigadores isolaram espécies do género Leuconostoc a partir
de amostras de leite e queijos artesanais. Freitas (2011), Albuquerque (2010) e Ramos (2009)
identificaram este género em Queijo de Coalho de diferentes regiées de Pernambuco e Alagoas.
Leuconostoc também foi isolado em queijos de Espanha (Alegria et al., 2009), leite de ovelha cru fresco
(Litopoulou-Tzanetaki et al., 2011), queijos da Bésnia e Herzegovina (Terzic-Vidojevic et al., 2014) e de
queijos Canastra e Serro (N6brega, 2012).

Weissella paramesenteroides foi identificada em Queijo de Coalho produzido na microrregido de
Patos (R4). Borelli (2006) também encontrou esta espécie em queijo artesanal de Minas Gerais, na
regido da Serra da Canastra.

Trabalhos realizados em Espanha (Mas et al., 2002) e na Grécia (Gerasi et al., 2003) também
isolaram W. paramesenteroides de queijos artesanais. No Brasil, existem registos de espécies de

Weissella isoladas de queijos artesanais: Guedes Neto (2008) isolou Weissella confusa em Queijo de
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Coalho de Pernambuco e Ferreira et al. (2015) isolaram W. paramesenteroides do queijo Marajé
produzido no Estado do Para, Brasil.

Microrganismos deste género estariam envolvidos em reacdes de protedlise, importantes no
desenvolvimento de flavour de queijos maturados (Guedes Neto, 2008). Até a introducao das técnicas
moleculares na identificacdo de microrganismos, a Weissella era classificada como Lactobacillus, ndo
havendo registo de espécies deste género isoladas em queijos do Brasil antes do século XXI.

Os resultados deste trabalho contribuem para o conhecimento sobre a diversidade de espécies que
compde a microbiota lactica dos Queijos de Coalho produzidos no Estado da Paraiba, e com isso ajudar
na selecao de linhagens de BAL especificas da regido para a produgdo de um produto artesanal com
origens geograficamente especificas, para ser utilizado no processo de industrializacdo deste queijo,
mantendo deste modo as suas caracteristicas organoléticas, sem expor a populacdo a riscos pelo
consumo de produtos microbiologicamente contaminados.

No entanto, na pesquisa das espécies de BAL presentes no Queijo de Coalho produzido no Sertédo
da Paraiba, outras espécies nao lacticas foram identificadas, conforme mostra a Tabela 5.4. A maioria
das espécies nao lacticas pertence aos géneros da familia Enterobactereaceae como Cronobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e Shigella. Além dessas bactérias de outros géneros e
potencialmente patogénicas também foram identificadas como foi o caso de Pseudomonas fluorescens
e Staphylococcus aureus.

Das espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae a espécie Escherichia coli foi a que
apresentou o nimero de colénias mais elevado, com 39 isolados. bactéria gram negativa, com formato
de bastonete, fermentadora de lactose com producao de acido lactico, a E. coli € associada a um risco
para populacéo, pela possibilidade de veicular estirpes como EPEC (E. coli enteropatogénica), EIEC
(E. coli enteroinvasiva) e ETEC (E. coli enterotoxigénica). A presenca desta espécie em queijos esta
associada a condicdes higiénicas e sanitarias precarias e € responsavel por provocar danos aos
préprios queijos como estufamento e alteracao do formato ou sabor do produto.

A identificacdo da E. coli em queijos artesanais tem sido relatada por varios autores no Brasil
(NOGbrega, 2012; Guedes Neto, 2008; Feitosa et al., 2003; Ramos, 2009; Oliveira et al., 2010; Santana,
2008) e no mundo (Alegria, 2009; Ratédo, 2011). Além da E. coli outras espécies gram negativas e
termotolerantes como a Klebsiella pneumoniae e a Shigella flexneri, foram identificadas nesta pesquisa,
sugerindo problemas relacionados a higiene no processamento do produto, indicando condicdes
higiénicas e sanitarias insatisfatérias. No entanto, ndo foram identificadas estirpes de Salmonella em
nenhuma amostra de Queijo de Coalho analisada neste trabalho.

Utilizando PCR-ribotipagem foi possivel identificar espécies do género Cronobacter, Enterobacter,
Macrococcus, Pseudomonas, Ralstonia, e Staphylococcus em isolados dos queijos estudados neste

trabalho.
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Tabela 5.4: Espécies de bactérias nao acido-lacticas isoladas de Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da Paraiba, Nordeste, Brasil

Espécies identificadas com base na . Numero de col6nias por microrregiéo
elevada identidade no score da regiédo Numero de acesso ao Gen Bank TOTAL
16S (cepas agrupadas) R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Brevibacillus brevis KU096918 0 0 1 0 0 0 0 01
KU096919/ KU096920 0 0 0 2 0 0 0 02
Cronobacter sakazakii
0 0 0 1 0 0 0 01
Enterobacter ludwigii KU096921 0 0 0 1 0 2 1 04
KU096922/KU096923/KU096924/KU096925/KU096926/KUO
96927/KU096928/KU096929/KU096930/KU096931/KU0969
32/KU096933/KU096934/KU096935/KU096936/KU096937/K 15 ° 0 0 5 5 0 o4
U096938/KU096939/KU096940/KU096941/KU096942/KU09
Escherichia coli 6943/ KU096944/KU096945/KU096946
6 1 0 0 1 0 7 15
KU096947/KU096948/KU096949/KU096950/ 0 2 1 5 0 0 0 08
KU096951/KU096952/KU096953/KU096954/
Klebsiella pneumoniae
0 1 0 0 0 0 0 01
Macrococcus caseolyticus KU096955 0 0 0 0 0 1 0 01
KU096956/KU096957/KU096958/KU096959/
KU096960/KU096961/KU096962/KU096963/
KU096964/KU096965 0 0 1 0 4 0 5 10
Pseudomonas fluorescens
0 0 3 0 5 1 3 12
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(Tabela 5.4 continuacéo)

Espécies identificadas com base na Namero de col6nias por microrregi&o

elevada identidade no score da regido Nimero de acesso ao Gen Bank TOTAL
16S (cepas agrupadas) R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
KU096966/KU096967/KU096968/KU096969 0 0 1 0 1 1 0 03
Ralstonia sp.
0 0 2 0 3 2 0 07
Shigella flexneri KU096981/KU096982/KU096983 2 0 0 0 0 1 0 03
KU096970/KU096971/KU096972/KU096973/
KU096974/KU096975/KU096976/KU096977/
KU096978/KU096979/KU096980 0 0 10 0 0 1 0 1
Staphylococcus aureus
0 0 1 0 0 0 0 01
Total 23 06 20 09 19 11 16 104
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Pseudomonas spp. sdo bactérias gram negativas, em forma de bastonetes, aerdbicas e nao
esporuladas que podem ser encontradas na agua, ar, solo, poeira e vegetais. Esta bactéria é
considerada o principal microrganismo psicotréfico associado a deterioracao de alimentos refrigerados
(Ramos, 2013). Espécies deste género podem ser encontradas em produtos lacteos como resultado
de possivel contaminacdo durante o processamento de alimentos frescos, refrigerados e congelados
(Ramos, 2013). A presenca de microrganismos psicotréficos esta associada a alteragées no flavour, na
cor, sobretudo associadas a alteragdes proteoliticas e lipoliticas (Dogan e Boor, 2003).

De entre as bactérias patogénicas que causam doengas no homem e mastite em animais o
Staphylococcus aureus é uma das mais frequentes e eficientes, e foi isolada em amostras de leite e
derivados (Ratéo, 2010). A identificacdo de estirpes de S. aureus neste trabalho evidencia um problema
de saulde publica, devido ao risco dessas estirpes serem produtoras de enterotoxinas termorresistentes,
e tornando os queijos onde foram identificadas como alimentos perigosos para 0 consumo in natura.
No entanto esta ocorréncia foi minoritaria, pois das 28 amostras de Queijo de Coalho analisadas,
apenas trés apresentaram estirpes de S. aureus. A presenca desta espécie sugere uma manipulagao
inadequada ou alguma falha no processo. A higienizag&o inadequada de formas e utensilios ou a falha
durante algumas etapas como a salga e a enformagem no processamento dos queijos podem
contaminar o produto, mas a transmisséo através do manipulador é a mais provavel, jA que o homem
é o principal reservatdério natural desta espécie. Varias pesquisas com queijos no Brasil e em outros
paises relatam a presenca de S. aureus (Guedes Neto, 2008; Nobrega, 2012; Quigley et al., 2011;
Litopoulou-Tzanetaki et al., 2011; Ramos, 2009; Almeira Junior et al., 2015; Freitas, 2011; Oliveira,
2010; Santana, 2008; Riquelme et al., 2015).

Espécies de Ralstonia sp. sdo bastonetes gram negativos que crescem bem em varios ambientes.
Esta bactéria foi isolada a partir de amostras de solu¢bes de cloreto de sédio abertas e fechadas e
estéreis (Labarca et al., 1999). Estirpes desta espécie crescem bem numa faixa de temperaturas de 15
a 42 °C. O género Ralstonia surgiu em 1995, depois de varias analises genotipicas da espécie
Pseudomonas pickettii que sugeriram uma nova espécie, passando a ser classificada como Ralstonia
pickettii. Espécies de Ralstonia foram isoladas de diversas fontes ambientais, industriais e clinicas,
tendo sido alvo de pesquisas em agua ultrapura, devido a ter sido identificada na formacé&o de biofilmes
em tubagem de distribuicdo de agua ou sistemas de purificagdo de agua (Ryan et al., 2011).

Existem relatos na literatura de casos de septicémia por R. pickettii em humanos (Strateva, 2012).
A presenca de estirpes desse género em alimentos constitui um risco para a populacéo, representando
um perigo especialmente elevado para individuos imunocomprometidos. Alguns autores relatam o
isolamento através de técnicas moleculares em queijo de leite de vaca (Delbes et al., 2007). A
identificacdo de oito estirpes de Ralstonia sp. has amostras de Queijo de Coalho da Paraiba desperta
interesse por se tratar do primeiro relato da presenca de bactérias deste género isoladas neste produto.
Apesar dos relatos de isolamento de espécies de Ralstonia em alimentos, trabalho recente relata a
contaminagéo de kits de extracéo de ADN por esta espécie (Salter et al., 2014).

Brevibacillus sdo bastonetes gram positivos e aerdbicos, geralmente encontrados no solo, matéria
em decomposicao, agua e ar. O género surgiu em 1996, depois uma reclassificagdo do género Bacillus

(Shida et al., 1996). Pertencente ao Filo Firmicute, Ordem Bacillalles e Familia Paenibacillaceae, o
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Brevibacillus agri, de acordo com a literatura, ja foi isolado de leite esterilizado (Nakamura, 1997). N&do
existe registo na literatura da detecdo de Brevibacillus agri em Queijos de Coalho.

Devido a importancia cultural e socioeconémica da producédo artesanal de Queijo de Coalho no
estado da Paraiba, e o risco ao qual a populacdo esta exposta por consumir este produto produzido
com leite cru, espera-se que os resultados obtidos neste trabalho possam contribuir para a solucéo
deste problema, e para a melhoria da qualidade e seguranca para o consumidor mantendo, no entanto,

as caracteristicas sensoriais e organoléticas do produto.

5.4 Conclusfes

O Queijo de Coalho artesanal produzido no Sertdo da Paraiba apresentou uma grande diversidade
na microbiota de bactérias acido-lacticas, representada pelos géneros Enterococcus, Lactococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Weissella;

O sequenciamento do gene 16S rARN é uma ferramenta bastante eficaz na identificacdo e
diferenciagdo desses microrganismos;

A microrregido de Itaporanga foi a que apresentou maior populacdo de UFC/g de queijo, enquanto
a microrregido de Cajazeiras foi a que apresentou o menor nimero de colénias de BAL.

O ndmero de col6nias mesdfilas foi maior do que o niumero de colonias termofilicas pode ser
atribuido a uma possivel padronizacdo no processo de fabricagdo do queijo, sugestivo do néo-
cozimento da massa;

As espécies mais abundantes identificadas nas amostras de Queijo de Coalho foram Enterococcus
faecium, Lactococcus lactis subs. lactis, Streptococcus infantarius subsp. infantarius e Lactococcus
garvieae;

Observou-se diferenca na prevaléncia de espécies de BAL entre as microrregifes do Sertdo
Paraibano;

Na microrregido de Catolé do Rocha (R1) a prevaléncia foi do género Streptococcus, enquanto nas
microrregides de Cajazeiras (R2), Sousa (R3) e Patos (R4) a maor prevaléncia foi de espécies do
género Enterococcus, e o género Lactococcus foi 0 mais abundante nas microrregides de Piancé (R5),
Itaporanga (R6) e Serra do Teixeira (R7);

A microrregido de Patos (R4) foi a que apresentou maior diversidade de espécies de BAL,
identificando espécies dos seguintes géneros: Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Weissella;

O género Enterococcus foi o que apresentou maior diversidade, incluindo espécies como E.
casseliflavus, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum e E. Italicus;

Lactococcus foi 0 género que apresentou maior prevaléncia neste trabalho, tendo sido isolada em
todas as microrregides pesquisadas;

E. gallinarum, E. casseliflavus, Lactococcus garvieae e S. macedonicus foram isolados e
identificados pela primeira vez em Queijo de Coalho artesanal no Brasil, ndo havendo registro o L.

garvieae em queijos brasileiros;
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Observou-se a auséncia de alguns géneros nas amostras de Queijo de Coalho, como na
microrregido de Cajazeiras (R2) ndo foram isoladas espécies do género Streptococcus e nhas
microrregides de Catolé do Rocha (R1), Pianc6 (R5), Itaporanga (R6) e Serra do Teixeira (R7) nao
houve isolamento de espécies do género Labtobacillus;

Além das BAL, espécies nao lacticas também foram isoladas e identificadas nas amostras de Queijo
de Coalho da Paraiba, pertencendo a maioria a familia Enterobactereaceae como Cronobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e Shigella, além da Pseudomonas fluorescens e Staphylococcus
aureus;

A identificagcdo das espécies que compde a microbiota lactica dos Queijos de Coalho produzidos na
Paraiba vem contribuir para a possibilidade de selecéo de linhagens de BAL especificas para a regido,
na busca para a producéo de um produto artesanal com origens geograficamente especificas, para ser
utilizado no processo de industrializacdo deste queijo, sem comprometer suas caracteristicas
organoléticas e sem expor a populacdo a riscos pelo consumo de produtos microbiologicamente

contaminados.
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individuais

6.1 CorrelacBGes entre parametros de avaliagdo fisico-quimica e os restantes
parametros estudados nos queijos de Coalho do Sertdo da Paraiba

As correlacdes entre os parametros de avaliacdo fisico-quimica e os restantes pardmetros de
avaliacdo, considerando os acidos gordos agrupados em grupos funcionais e 0s microrganismos

agrupados em géneros, sdo apresentadas na Tabela 6.1.

Tabela 6.1: Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os parametros de avaliagéo fisico-quimica dos queijos
individuais e os restantes parametros de avaliacdo considerando os &cidos gordos agrupados em grupos
funcionais e os microrganismos em géneros.

Parametros* pH Proteina Gordura Cinzas Cloretos
Cloretos 0,55
Cor Amarelada 0,56
Sabor Salgado 0,71
Sabor Acido -0,71
Textura Macia -0,62
Bc;rr?;::w:sa 0.71
Textura Seca 0,57
CT -0,58
Lactococcus -0,57

*Sao apresentados os parametros que obtiveram valores de p = 0,6

Apresentam-se também os coeficientes de correlacdo de Pearson que atingem o valor de 0,6, mas
apenas por arredondamento a décima.

O pH apresentou uma correlacéo negativa com o sabor &cido o que é expectavel pois, quanto mais
baixo o pH, maior a quantidade de espécies acidas presentes. Observou-se uma correlacao negativa
do pH com os valores de coliformes totais (p= -0,58), 0 que indica um efeito de inibi¢cdo da proliferacéo
destes microrganismos em queijos com maior acidez livre.

Como seria também de esperar, observa-se uma correlagdo forte entre o teor de cloretos e o sabor
salgado, bem como entre o teor de proteina e a textura borrachosa. O teor de proteina esta também
negativamente correlacionado com o parametro sensorial textura macia que predomina em queijos com

maior teor de gordura.
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O teor de proteina apresentou uma correlagdo positiva com a textura seca, que reflete o efeito da
proteina na textura da massa de leite coagulada, a semelhanca do que é observado para o parametro
textura borrachosa. O teor de proteina apresentou também uma correlacao negativa com a quantidade
de microrganismos do género Lactococcus, o que pode refletir o consumo de espécies proteicas da
matriz queijo, durante o periodo de maturacéo, por parte destes microrganismos.

O teor de cinzas apresenta correlacdes positivas com o teor de cloretos (o que € normal tendo em
conta que o primeiro engloba o segundo) e com a cor amarelada; no caso deste Ultimo parametro, esta
associagdo pode resultar do contributo de alguns componentes das cinzas para a cor do queijo.

As correlagbes entre os parametros de avaliagdo fisico-quimica e as concentragdes relativas dos
acidos gordos individuais e dos microrganismos individuais sao apresentados na Tabela 6.2.

Tabela 6.2: Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os parametros de avaliagdo fisico-quimica e as
concentragdes relativas dos &acidos gordos individuais e das coldnias individuais

Parametros* C14:0a EcFm LcLL
Gordura -0,63
Proteina -0,67
Cinzas -0,62

*S&o apresentados os parametros que obtiveram valores de p = 0,6

As correlagbes entre os parametros de avaliagdo fisico-quimica e as concentracdes de &cidos
gordos individuais e o niumero de col6nias de microrganismos individuais apresentaram coeficientes
ligeiramente superiores a 0,6, o que lhes confere a classificagdo de correlacdes fortes, apesar de se
situarem na parte inferior do correspondente intervalo.

A correlacdo negativa entre os teores de gordura e de proteina e respetivamente o nimero de
coloénias de EcFm (Enterococcus faecium) e LcLL (Lactococcus lactis subsp. lactis), pode refletir uma

maior eficacia destes microrganismos em consumir substratos lipidicos e substratos proteicos.

6.2 Correlagdes entre os parametros de avaliagdo sensorial e os restantes parametros

estudados nos queijos de Coalho do Sertdo da Paraiba.

N&o se observaram correlacdes fortes ou muito fortes entre os parametros de avaliagdo sensorial e
as concentracdes relativas de acidos gordos agrupados segundo grupo funcional e o nimero de
colénias de microrganismos agrupados por género. O coeficiente de correlacdo entre o nimero de
colénias de microrganismos do género Lactobacillus, e a classificacao atribuida ao parametro textura
seca apresentou o valor de 0,55 que, por arredondamento a décima, se situa no valor limite
estabelecido para as correlacdes fortes. Dado que este género representa uma parte importante da
microbiota do queijo, a sua maior proliferacio pode estar de algum modo associada a uma modificagdo
da atividade da agua na matriz queijo que pode ser percecionada de forma distinta pelos elementos do

painel de provadores.
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As correlagfes entre os parametros de avaliagdo sensorial e as concentracdes relativas dos acidos
gordos individuais e o nimero de colonias de microrganismos individuais sdo apresentadas na Tabela
6.3.

Tabela 6.3: Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os paradmetros de avaliacdo sensorial e as concentragdes
relativas dos acidos gordos individuais e do nimero de col6nias de microrganismos individuais.

Parametros* C13:0b C20:0 EcYt LbFe
Aparéncia
Molhada -0,55
Sabor Salgado 0,58
Textura Macia 0,60 0,55

*Séo apresentados os pardmetros que obtiveram valores de p = 0,6, por arredondamento a décima

N&o se encontraram muitas correlagBes fortes ou muito fortes entre os pardmetros de avaliacédo
sensorial e as concentra¢des de &cidos gordos individuais, exceto dos acidos gordos C13:0b e C20:0
com o parametro textura macia; esta observagéo é coerente com o efeito do teor de gordura na textura
do queijo.

Apesar de se situar no limite do intervalo de definicdo observou-se uma correlagéo positiva do
namero de colbénias de EcYt (Enterococcus italicus) com o sabor salgado, o que pode refletir uma
alteracao do sabor da matéria-prima leite por contaminacdo com este microrganismo.

O ndmero de coldnias de LbFe (Lactobacillus fermentum) apresentou uma correlagdo negativa com
a aparéncia molhada o que pode ser uma consequéncia de uma sequestracao da agua disponivel no
queijo pelo crescimento microbiano.

Nao se observaram correlagdes fortes ou muito fortes entre as concentracdes relativas de acidos
gordos agrupados por grupos funcionais (AGS, AGI, AGMI, AGDI e AGPI) e o nimero de colbnias de

microrganismos, considerados individualmente ou agrupados por género (BAC, CM, CT, Enterococcus,

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, BAL-Total, BNL-Total).
As correlacdes entre as concentragdes relativas de acidos gordos individuais e o numero de colbnias

de microrganismos individuais ou agrupados por género sédo apresentadas na Figura 6.1.
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Figura 6.1: Coeficientes de correlagdo de Pearson = 0,6 entre concentragdes de acidos gordos individuais e o
namero de coldnias de microrganismos individuais ou agrupados por género.

De maneira geral, as correlacdes positivas moderadamente fortes entre os &cidos gordos individuais
e 0 numero de microrganismos podem traduzir uma tendéncia de que alguns acidos gordos possam
ser resultado do metabolismo dos microrganismos, uma vez que alguns grupos destes podem estar
produzindo outros &cidos gordos através da hidrogenacdo da sua cadeia lateral. Outra hipotese,
decorre do fato dos queijos serem artesanais, ou seja, produzidos com leite cru e serem queijos frescos,
sendo influenciados pela a¢éo dos microrganismos, através da biohidrogenecao a nivel de rumem.

Lucatto e colaboradores (2014) relatam que varios microrganismos presentes no rumem sao
responsaveis pela transformacdo e metabolismo dos &cidos gordos e inclusivamente, que
determinadas bactérias lacticas s&o inibidas pela presenca em excesso de alguns acidos gordos, como

0 acido linoleico e &cidos gordos polinsaturados.

6.3 Correlag@es entre parametros médios para 0s queijos da mesma regiao

Ao calcular o valor médio de cada parametro avaliado para os 4 queijos de cada regido procurou-
se obter um valor representativo dessa regido e minimizar as variagfes individuais que podem afetar
alguns dos queijos analisados.

Avaliou-se a co-variancia desses valores médios de forma analoga ao que foi efetuado para os

valores individuais para cada queijo.
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6.3.1 Correlacdes por regides entre as médias dos parametros de avaliacdo fisico-
guimica por regido e as médias dos restantes parametros estudados nos queijos de
Coalho do Sertéo da Paraiba, por microrregido de produgéao.

As correlacdes por regides entre as médias dos parametros fisico-quimicos, as médias da avaliagédo
sensorial e as médias das concentracdes de acidos gordos agrupados por grupo funcional e as médias

do namero de coldnias agrupadas por género, sdo apresentadas na Tabela 6.4.

Tabela 6.4: Coeficientes de correlagéo de Pearson por regides entre as médias dos parametros fisico-quimicos,
as médias da avaliacdo sensorial e as médias das concentragdes de acidos gordos agrupados por grupo funcional
e as médias do numero de coldnias agrupadas por género.

Sabor Queijo
Humidade Fresco
0,82
. Aroma
oH Sabor Manteiga CM BAC CT Manteiga
0,80 -0,81 -0,83 -0,89 0,92
Proteina Lactobacillus Tg)gt:;a Textura Macia
Gordura
-0,77 -0,82 -0,87 0,89
BAL-Total Textura Macia Lactococcus
Proteina
-0,77 -0,78 -0,82
Enterococcus
Cinzas
-0,78
Aparéncia Molhada  Leuconostoc
Cloretos

-0,86 -0,91

*S&o apresentados os parametros que obtiveram valores de p 2 £0,6/e com nivel de significancia de 0,05 ou 0,01.

A humidade apresentou uma correlagdo muito forte com o sabor de queijo fresco o que pode
evidenciar a dissolugcao de componentes responsaveis pelo sabor do queijo na agua livre tornando-os
mais percetiveis pelas papilas gustativas durante a avaliacdo sensorial.

O pH apresentou uma correlagdo fortemente positiva com o sabor a manteiga e o aroma de
manteiga pois quanto mais elevado o pH, menor sera a acidez livre e mais percetiveis serdo outras
caracteristicas sensoriais como 0 aroma e sabor a manteiga.

O teor de gordura correlacionou-se positivamente com a textura macia e negativamente com o teor
de proteina, bem como com a textura seca; quanto maior o teor de gordura maior sera a quantidade de
material ndo proteico na amostra logo menor sera o teor de proteina e menor sera o impacto dessa
fracdo proteica na textura do queijo nomeadamente a percecéo de textura seca.

O teor de gordura também se correlacionou negativamente com o numero de coldnias de
Lactobacillus o que pode refletir a lipdlise promovida por estes micro-organismos e a sua utilizacédo dos
acidos gordos como fonte de energia e para fins estruturais (estruturas lipoproteicas das membranas

celulares).
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Uma tendéncia semelhante foi observada para o teor de proteina que apresentou correlagcbes
negativas com o crescimento microbiano expresso nas variaveis BAL-Total e Lactococcus totais, o que
pode resultar das necessidades metabdlicas associadas a proliferacdo microbiana.

O teor de proteina também apresentou uma correlacao negativa com o parametro sensorial Textura
Macia que se correlacionou positivamente com o teor de gordura.

O teor de cinzas médio apresentou uma correlacdo negativa com o nimero médio de coldnias de
Enterococcus o que pode refletir uma inibicdo no crescimento destes organismos por componentes das
cinzas entre os quais os cloretos.

Uma associagdo negativa semelhante foi encontrada entre o teor médio de cloretos e o nimero
médio de colonias de micro-organismos do género Leuconostoc.

Tal como observado para o crescimento microbiano, também o valor médio do teor de cloretos por
regido apresentou uma correlacdo negativa com a aparéncia molhada pois a presenca de maior
guantidade de sais modifica a atividade da 4gua na matriz e a sua percecao pelos provadores.

As correlagdes por regido entre as medias dos parametros fisico-quimicos e as concentragdes
relativas dos acidos gordos individuais e dos microrganismos individuais séo apresentadas na Tabela
6.5.

Tabela 6.5: Coeficientes de correlacdo de Pearson por regifes entre as médias dos parametros fisico-quimicos e
as concentracdes medias relativas dos acidos gordos individuais e dos micro-organismos individuais.

LeMM Escherichia sp.
Humidade
-0,76 -0,76
EcGa LcL StUb Enterobacter sp. KIebS|eII_a Macroco_ccus Re_llston]_a
pH pneumoniae caseolyticus pickettii
-0,79 -0,87 -0,79 -0,79 0,76 -0,79 -0,79
LbDI LbPe LbPI LbPP K'Eb.'_s'el”a
Gordura variicola
-0,84 -0,84 -0,84 -0,84 -0,84
LcLL
Proteina
-0,87
C14:0a
Cinzas
-0,77

*S&o apresentados os parametros que obtiveram valores de p = 0,6/e com nivel de significancia de 0,05 ou 0,01.

A humidade média por regido apresentou uma correlacdo negativa com o nimero de colénias de
diversos microrganismos o que reflete a necessidade de agua livre para que o crescimento microbiano
se processe.

Semelhante as correlagBes dos pardmetros individuais, observou-se uma correlacdo negativa forte
da gordura e proteina com os microrganismos LbDI (Lactobacillus delbrueki subsp. lactis), LbPe
(Lactobacillus pentosus), LbPI (Lactobacillus plantarum), LbPP (Lactobacillus plantarum subsp.
plantarum), Klebsiella variicola e LcLL (Lactococcus lactis subsp. lactis), respectivemente, quando

analisado por regido. Isto pode refletir a influencia da acdo dos microrganismos na liposile e proteolise
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do queijo, com uma tendéncia destes microrganismos em consumir substratos lipidicos e substratos

proteicos.

6.3.2 CorrelacBes por regides entre as médias dos parametros de avaliacdo sensorial
por regido e os restantes parametros estudados nos queijos de Coalho do Sertdo da
Paraiba

Os coeficientes de correlagédo de Pearson por regides entre as médias dos parametros de avaliagéo
sensorial e 0 nimero de colénias de micro-organismos, que apresentaram um nivel de significancia de

0,01 ou 0,05 séo apresentados na Tabela 6.6.

Tabela 6.6: Correlagbes por regifes entre as médias dos parametros de avaliagdo sensorial e o nimero de
colénias de microrganismos individuais e agrupados por género.

CT
Aroma Manteiga
-0,98
Sabor Queijo Lactococcus BAL-Total
Fresco 0,87 0.84
BAL-Total BNL-Total
Sabor Salgado
0,80 -0,81
; BAC CM BAL-Total
Sabor Acido
0,85 0,90 0,87
Textura AGS
Borrachosa 076

Lactobacillus

Textura Seca
0,91

Em termos regionais encontrou-se uma associagao positiva forte (p=0,8) das BAL totais com o sabor

salgado e com o sabor acido (p=0,87), o que é uma evidéncia de que o crescimento da microbiota latica
promove as reacfes geradoras de compostos que contribuem para o sabor dos queijos, e em particular
para o sabor acido e sabor salgado, tipicos do Queijo de Coalho. De entre as bactérias acido lacticas
0S grupos que apresentam uma correlagao positiva forte com o sabor &cido foram os bacilos (p=0,85),
mas sobretudo os cocos mesofilicos (p=0,90). Os cocos termofilicos ndo sé ndo apresentam uma
correlacdo forte com as caracteristicas sensoriais salgado ou acido como ainda apresenta uma
correlagao negativa muito forte com o aroma a manteiga outra caracteristica sensorial tipica do Queijo
de Coalho. Estes resultados indicam, portanto, que os cocos termofilicos sdo o grupo de bactérias
lacticas que menos contribuem para as propriedades sensoriais do Queijo de Coalho, logo, ndo ha
vantagem em adotar métodos de processamento do queijo que estimulem a sua proliferacdo ou que
desfavorecam a proliferacédo das restantes bactérias lacticas como € o caso da cozedura da coalhada.

Observou-se que as bactérias ndo lacticas apresentam uma correlagdo negativa com o sabor

salgado, o que indica que ndo participam no mesmo tipo de reagfes que as bactérias lacticas e ao
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inibirem o seu crescimento limitam as rea¢es de desenvolvimento do sabor e aroma do queijo. Assim
verifica-se que a contaminagdo com bactérias ndo lacticas ndo s6 € um fator de risco microbiolégico
para o consumidor como inibe o desenvolvimento das propriedades organoléticas adequadas no queijo.

Em termos de géneros, encontrou-se uma associacdo muito forte entre o nimero de coldnias de
Lactococcus e o sabor a queijo fresco e entre o nimero de colonias de Lactobacillus e a textura seca,
resultados que devem ser tidos em conta na elaboracao de um fermento artificial.

Relativamente aos acidos gordos, so foi encontrada uma correlagdo negativa entre o teor médio de
acidos gordos saturados e a textura borrachosa, o que indica que sdo estes acidos gordos que mais
afetam esta caracteristica sensorial muito relacionada com a presenca de proteina coagulada. Assim
esta é uma indicacdo de que a utilizacéo de leite com um teor de gordura muito elevado que geralmente
esta associado a teores de acidos gordos saturados elevados, pode afetar a textura borrachosa que
também é um atributo tipico do Queijo de Coalho.

As correlagdes por regibes entre os parametros de avaliacdo sensorial e as concentracdes relativas

dos acidos gordos individuais sdo apresentados nas Figura 6.2.
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Figura 6.2: Coeficientes de correlagcdo de Pearson por regides entre parametros de avaliacdo sensorial e
concentragdes de acidos gordos individuais, com nivel de significancia de 0,01 ou 0,05.

Os parametros que apresentaram maior nimero de correlages fortes ou muito fortes com as
concentracdes de acidos gordos foram o aroma &cido e o aroma de manteiga.

O aroma &cido apresenta uma correlacdo positiva forte ou muito forte com as concentragdes de
alguns &cidos gordos insaturados, sendo dois deles polinsaturados. Esta associacdo pode indicar que
estes acidos polinsaturados ndo séo precursores de elementos do aroma &cido ou que as bactérias
que mais promovem a formacdo de componentes responsaveis pelo aroma acido sdo também
produtoras destes acidos gordos.

O aroma de manteiga apresenta uma correlacdo negativa forte muito forte com diversos acidos

gordos de numero de carbono impar que sdo componentes minoritarios ou mesmo vestigiais no perfil
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de acidos gordos da matéria-prima, o leite. Esta correlagdo negativa pode indicar que estes acidos
gordos podem funcionar como precursores de outros componentes do aroma que assim se sobrepfem
ao aroma a manteiga ou que as bactérias lacticas que estimulam a formacdo desses outros
componentes do aroma do queijo sdo também produtoras destes acidos gordos.

Os coeficientes de correlacdo de Pearson por regifes entre os parametros sabor a queijo fresco,
sabor a manteiga, sabor salgado e sabor acido e as concentracdes de acidos gordos individuais, com

nivel de significancia de 0,01 ou 0,05, séo apresentados na Figura 6.3.
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Figura 6.3: Coeficientes de correlagcdo de Pearson por regifes entre os parametros sabor a queijo fresco, sabor a
manteiga, sabor salgado e sabor acido e as concentracdes de acidos gordos individuais, com nivel de significancia
de 0,01 ou 0,05.

Tal como no caso do aroma ou textura, a correlagao positiva forte entre determinadas caracteristicas
de sabor dos queijos e a presenca de acidos gordos especificos indica que ou estes acidos gordos
contribuem para uma determinada caracteristica do sabor do queijo ou as bactérias responsaveis pela
formacgédo desses componentes do aroma sao também produtoras desses acidos gordos.

O sabor salgado foi o parametro de avaliagao do sabor que apresentou maior numero de correlacdes
com a concentragdo de &cidos gordos, especialmente com acidos gordos com mais do que 18
carbonos, que podem ser de origem microbiana.

O sabor 4cido apresentou correlacdes positivas fortes ou muito fortes com &cidos de cadeia curta
(C10:1 e C12:0) e com &cidos de cadeia mais longa, mas com 2 ou mais ligagdes duplas (C18:2 e
C20:3).

Rodrigues e colaboradores (2011) avaliando a influencia de algumas bactérias pro-bidticas,
composto pré-bioticos e maturacao sobre o perfil dos FFA e CLA, observaram aumento de FFA e CLA
durante todo periodo de maturagéo, especialmente nos queijos com adi¢cdo das bactérias pro-bidticas.
Alguns microrganismos foram identificados como potenciais produtores de CLA, sendo capazes de
realizar a isomerizacao e a desidratacao de um precursor de 4cidos gordos responsaveis pela producéo
de CLA.

171



Capitulo 7
Conclusdes finais e trabalho futuro

Por outro lado, as correlag6es negativas entre alguns acidos gordos e determinadas caracteristicas
de sabor pode significar que esses séo os acidos gordos séo precursores de compostos responsaveis
por essa caracteristica sensorial pois quanto maior a sua libertacdo por lipélise e a sua conversao
noutros metabolitos mais intensa é a percecao desse atributo sensorial.

No caso do sabor a queijo fresco, verificou-se uma correlacdo negativa forte com o acido oleico
(C18:1) e com um &cido gordo polinsaturado, enquanto no caso do sabor a manteiga, verificou-se uma
correlacdo negativa forte com as concentra¢des de C9:1, C11:1 e C20:4 que podem contribuir para
outras caracteristicas do sabor do queijo.

Segundo Perotti e colaboradores (2005) quando compararam o perfil de acidos gordos livres no
queijo argentino Reggianito e o Parmegiano Reggiano italiano concluiram que a lipélise que ocorre no
queijo italiano produzido com leite cru e seu periodo de maturacdo é muito importante no perfil de todos
os FFAs.
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Os resultados da caracterizacéo fisico-quimica, sensorial, microbiolégica e quimica do Queijo de
Coalho artesanal produzido na Paraiba mostraram que os queijos analisados, de forma geral,
apresentaram boa qualidade e corresponderam aos padrées definidos para o Queijo de Coalho.

Analisando por regido, observou-se que 0s queijos apresentaram diferengas sensoriais que podem
ajudar na definicéo de caracteristicas dos queijos de Coalho produzido no Sertdo da Paraiba. Na regido
1 (Catolé do Rocha) os queijos apresentaram textura borrachosa, o que pode estar relacionado com
uma maior presenca de proteina e menor presenca de gordura na massa coagulada, enquanto os
queijos da regido 2 (Cajazeiras) apresentaram aparéncia molhada e textura seca, que poderdo estar
relacionadas com o pH, que afeta sua capacidade de retencdo de 4gua. As amostras da regido 4
(Patos) distinguiram-se por apresentarem cor amarela, que podera traduzir uma maior proporcao de
gordura relativamente & quantidade de proteina. Na regido 5 (Piancé), os queijos caracterizaram-se por
valores elevados do teor de cinzas e teores baixos do teor de proteina, j4 os da regido 6 (Itaporanga)
distinguiram-se por apresentarem um sabor acido, que pode estar associado as caracteristicas da
matéria-prima, como genética e fisiologia do rebanho, bem como fatores ambientais. Os queijos da
regido 7 (Serra do Teixeira) apresentaram textura macia, que pode estar associada ao teor de gordura
que contribuem para uma textura mais macia e menos borrachosa da massa coagulada. Estas
diferencas podem ser justificadas pelas diferencas no processo de producéo e nas op¢des individuais
de cada produtor, que afetam de forma relevante as propriedades dos queijos, sendo, por exemplo, da
mesma regido 0s queijos que apresentaram o maior e 0 menor teor de sal.

Foram identificados 57 &cidos gordos nas amostras de Queijo de Coalho, sendo predominantes os
acidos gordos saturados e monoinsaturados, em particular os acidos: oleico (C18:1), palmitico (C16:0),
esteérico (C18:0) e miristico (C14:0). Encontraram-se também concentrac¢des relativamente elevadas
de acidos gordos di-insaturados, nomeadamente do acido linoleico e do acido linoleico conjugado. Os
acidos gordos polinsaturados incluiram o EPA e o DHA e foram a classe com menores concentracdes
totais, no entanto, foi esta classe que apresentou mais diferencas significativas entre as médias das
amostras. Os queijos da regido de Catolé do Rocha (R1), distinguiram-se dos restantes por apresentar
a média mais baixa de acidos gordos saturados, a média mais alta de acidos gordos monoinsaturados,
além de médias elevadas de acidos gordos di-insaturados e polinsaturados, o que lhes confere
caracteristicas interessantes do ponto de vista nutracéutico. Ja na regido de Itaporanga (R6) os queijos
apresentaram menor média de acidos gordos insaturados, maior media de acidos gordos saturados e
uma média relativamente baixa de acidos gordos polinsaturados, o que coloca algumas limitagcdes ao
seu valor nutricional e ao seu efeito fisioloégico. As regides Serra do Teixeira (R7) e Catolé do Rocha
(R1) apresentaram médias mais elevadas de acidos gordos polinsaturados, o que de alguma forma
compensa o teor elevado de lipidos saturados tipicos dos queijos. Os acidos gordos C6, C8, C10 e os

acidos gordos com um numero impar de carbonos como C13, C15, C17, C19, C21 e C23 estédo
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presentes em concentragfes reduzidas nas amostras de queijo, no entanto, sdo acidos que apresentam
maior variabilidade entre queijos. No que se refere aos &cidos gordos insaturados, os &acidos
nonadecendico (C19:1), gonddico (C20:1), heneicosandico (C21:1) e erdcico (C22:1), acidos gordos
monoinsaturados minoritarios, foram identificados, em concentracfes variaveis nas diversas amostras
de Queijo de Coalho. Também o CLA foi encontrado em concentracdes significativas na fracao lipidica
dos queijos de todas as regides, em particular na regido de Catolé do Rocha (R1A2, R1A3 e R1A4) e
na regido de Cajazeiras (R2A1, R2A3, R2A4); por outro lado as amostras das regiées de Itaporanga
(R6) e Serra do Teixeira(R7) foram as que apresentaram menor concentra¢des de CLA. J& os &cidos
nonadecahexanoico (C19:6), eicosapentaendico (C20:5, EPA), eicosatriendico (C20:3b) e
docosahexaendéico (C22:6), foram alguns dos acidos gordos polinsaturados identificados em todas as
amostras de Queijo de Coalho. Apesar dos queijos de Coalho analisados apresentarem uma
concentracdo de acidos gordos saturados predominante, como é comum em produtos lacteos,
registraram-se também concentracdes elevadas de acidos mono, di e polinsaturados quando
comparados com outros queijos. Em particular é relevante a presenca de acidos polinsaturados como
o0 CLA, o EPA, o DHA e outros &cidos polinsaturados que sdo precursores de metabolitos com acéo
antioxidante e anti-inflamatéria e que de alguma forma compensam os efeitos pro-oxidantes e pro-
inflamatorios de acidos gordos saturados ou do &cido linoleico, que sdo precursores de metabolitos
com estes efeitos indesejaveis.

Os queijos de Coalho artesanais produzidos no Sertdo da Paraiba apresentaram uma rica
diversidade na microbiota de bactérias &cido-laticas, representada pelos géneros Enterococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Weissella. As espécies mais abundantes
identificadas nesta pesquisa foram Enterococcus faecium, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Streptococcus infantarius subsp. infantarius e Lactococcus garvieae. Na regido de Catolé do Rocha
(R1) observou-se a prevaléncia do género Streptococcus, enquanto nas regides de Cajazeiras (R2),
Sousa (R3) e Patos (R4) a maior prevaléncia foi de espécies do género Enterococcus, e 0 género
Lactococcus foi o0 mais abundante nas regides de Piancé (R5), Itaporanga (R6) e Serra do Teixeira
(R7). A regidao de Patos (R4) apresentou a maior diversidade de espécies de BAL, tendo sido
identificadas espécies dos seguintes géneros: Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Weissella; de entre estes, o género Enterococcus foi o que apresentou
maior diversidade, incluindo espécies como E. casseliflavus, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E.
gallinarum e E. italicus e o género Lactococcus foi 0 que apresentou maior prevaléncia neste trabalho,
tendo sido isolada em todas as regides/microrregides pesquisadas. E. gallinarum, E. casseliflavus,
Lactococcus garvieae e S. macedonicus foram espécies isoladas e identificadas pela primeira vez em
Queijo de Coalho artesanal no Brasil, ndo havendo registo da espécie L. garvieae em queijos
brasileiros. Espécies de bactérias ndo laticas também foram isoladas e identificadas nas amostras de
Queijo de Coalho da Paraiba, pertencendo a maioria a familia Enterobactereaceae como Cronobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e Shigella, além da Pseudomonas fluorescens e Staphylococcus
aureus. A identificacdo das espécies que compdem a microbiota lactica dos queijos de Coalho
produzidos na Paraiba vem contribuir na possibilidade de selecdo de linhagens de BAL especificas

para a regido, na busca para producdo de um produto artesanal com origens geograficamente
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especificas, para ser utilizado no processo de industrializacdo deste queijo, sem comprometer as suas
caracteristicas organoléticas e sem expor a populacdo a riscos pelo consumo de produtos
microbiologicamente contaminados.

Apesar dos resultados aqui apresentados, o estudo do Queijo de Coalho artesanal produzido na
Paraiba deve ser continuado com o estudo da protedlise, através do desenvolvimento de método para
determinacdo dos aminoacidos totais, bem como a determinacdo de aminas biogénicas e peptideos
presentes na matriz queijo, com o proposito de identificar os mais importantes e sua associagdo com a
microbiota latica. A determinacdo dos acidos organicos e volateis que compdem o flavour dos queijos
de Coalho artesanais produzidos na Paraiba, deve também ser estudada, a fim de ser utilizada como
parametro de caracterizacao regional deste queijo. A avaliacdo da atividade tecnoldgica e probidtica
das bactérias laticas isoladas e identificadas nas amostras do Queijo de Coalho da Paraiba vao
contribuir com o desenvolvimento de um fermento lactico, com o objetivo de preservar as caracteristicas
organoléticas do Queijo de Coalho artesanal, para ser utilizado na fabricagdo deste queijo com leite
pasteurizado, conforme determina a Portaria N° 146 de 1996 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA).
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ANEXOS

Anexo 1 — Ficha de avaliacédo descritiva utilizada na avaliacdo das amostras de
Queijo de Coalho

NOME DO AVALIADOR: DATA:

TURNO: ( )Manh@ ( )Tarde
AMOSTRA:

Por gentileza, avalie e registre a intensidade de cada atributo dos queijos de acordo com as escalas abaixo:

APARENCIA
Cor Amarelada |1]12]3]4]|5|6]7]|8]|9|
Nenhuma Forte
Molhada |112]3]4]5|6]7]8]|9]|
Nenhuma Forte
AROMA
Queijo fresco |112]3]4]5|6]7]8]|9|
Nenhuma Forte
Acido |112]3]4]5|6|7]|8]9|
Nenhuma Forte
Manteiga |1]12]3]4]5|6]7]8]|9|
Nenhuma Forte
SABOR
Queijo fresco [1]12]3]4]5|6]7]8]|9|
Nenhuma Forte
Manteiga |1]12]3]4]5|6]7]|8]|9|
Nenhuma Forte
Salgado |112]3]4]5|6|7]|8]9]|
Nenhuma Forte
Acido [1]12]3]4]5|6]|7]|8]|9]|
Nenhuma Forte
TEXTURA
Maciez [1]12]3]4]5|6]|7]|8]9]
Nenhuma Forte
Borrachento |1]12]3]4]5|6]7]8]|9|
Nenhuma Forte
Seco [112]3|4|5|6]|7]|8]9]

Nenhuma Forte




Anexos

Anexo 2 -

queijos

2.1 - Regido de Catolé do Rocha-R1

Tabela A2.1.1: BAL e BNL para a regido R1AL.

Resultado das bactérias lacticas

e nao lacticas isoladas nos diferentes

R1A1 Tipo de bactéria | Temperatura (°C)

Cadigo Amostra Bacilos | Cocos | 30° 42° Resultados a
A352 R1A1-B1 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A353 R1A1-B2 X X - -
A354 R1A1-B3 X X - -
A355 R1A1-B4 X X - -
A356 R1A1-B6 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A357 R1A1-B7 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A358 R1A1-B8 X X - -
A359 R1A1-B9 X X - -
A360 R1A1-B10 X X - -
A334 R1A1-CM1 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 100
A335 R1A1-CM2 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A336 R1A1-CM3 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 100
A337 R1A1-CM4 X X Enterococcus faecium 99
A338 R1A1-CM5 X X Enterococcus faecium 100
A339 R1A1-CM6 X X Streptococcus lutetiensis 99
A340 R1A1-CM7 X X Enterococcus casseliflavus 99
A341 R1A1-CM8 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A342 R1A1-CM9 X X Streptococcus lutetiensis 99
A343 R1A1-CT1 X X - -
A344 R1A1-CT2 X X - -
A390 R1A1-CT3 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 100
A345 R1A1-CT4 X X - -
A346 R1A1-CT5 X X - -
A347 R1A1-CT6 X X - -
A348 R1A1-CT7 X X - -
A349 R1A1-CT8 X X - -
A350 R1A1-CT9 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A351 R1A1-CT10 X X Enterococcus faecium 98
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Tabela A2.1.2: BAL e BNL para a regidao R1A2.

R1A2 Tipo de bactéria | Temperatura (°C)

Caédigo Amostra Bacilos | Cocos | 30° 42° Resultados @
A369 R1A2-B1 X X -
A370 R1A2-B2 X X Enterococcus faecium 97
A371 R1A2-B3 X X Enterococcus faecium 99
A372 R1A2-B4 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A373 R1A2-B5 X X Enterococcus faecium 99
A374 R1A2-B6 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 98
A375 R1A2-B7 X X Streptococcus lutetiensis 100
A376 R1A2-B8 X X SEM CONTIG
A377 R1A2-B9 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 100
A378 R1A2-B10 X X SEM CONTIG
A379 R1A2-CM1 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A380 R1A2-CM2 X X Enterococcus faecium 99
A381 R1A2-CM3 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A382 R1A2-CM4 X X Enterococcus faecium 100
A383 R1A2-CM5 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A384 R1A2-CM6 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A385 R1A2-CM7 X X Streptococcus thermophilus 98
A386 R1A2-CM8 X X Streptococcus thermophilus 93
A387 R1A2-CM9 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 100
A388 R1A2-CM10 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 100
A389 R1A2-CT1 X X Enterococcus faecium 99
A361 R1A2-CT2 X X - -
A362 R1A2-CT3 X X - -
A363 R1A2-CT4 X X Enterococcus faecium 99
A364 R1A2-CT5 X X - -
A365 R1A2-CT6 X X - -
A366 R1A2-CT7 X X Enterococcus faecium 99
A367 R1A2-CT8 X X Enterococcus faecium 99
A368 R1A2-CT9 X X - -
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Tabela A2.1.3: BAL e BNL para a regidao R1A3.

R1A3 Tipo de bactéria | Temperatura (°C)

Cédigo | N° da amostra | Bacilos | Cocos | 30° 42° Resultados %
A424 R1A3-B1 X X Escherichia coli 99
A425 R1A3-B2 X X Escherichia coli 99
A426 R1A3-B3 X X Escherichia coli 99
A427 R1A3-B4 X X Escherichia coli 99
A428 R1A3-B5 X X Escherichia coli 99
A429 R1A3-B6 X X Escherichia coli 99
A430 R1A3-B7 X X Escherichia coli 99
A431 R1A3-B8 X X Escherichia coli 99
A432 R1A3-B9 X X Escherichia coli 99
A433 R1A3-B10 X X Escherichia coli 99
A397 R1A3-CM1 X X Enterococcus durans 97
A398 R1A3-CM2 X X Leuconostoc mesenteroides subsp. 99

mesenteroides

A399 R1A3-CM4 X X Enterococcus faecium 99
A434 R1A3-CM7 X X Escherichia coli 100
A435 R1A3-CM8 X X - -

A391 R1A3-CT1 X X Enterococcus faecium 99
A392 R1A3-CT2 X X Enterococcus faecalis 100
A393 R1A3-CT3 X X - -

A394 R1A3-CT4 X X Enterococcus faecalis 100
A395 R1A3-CT5 X X Enterococcus faecium 99
A396 R1A3-CT6 X X Enterococcus faecium 92
A401 R1A3-CT9 X X Enterococcus faecium 100
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Tabela A2.1.4: BAL e BNL para a regiao R1A4.

R1A4 Tipo de bactéria | Temperatura (°C)

Cédigo | N° da amostra | Bacilos | Cocos | 30° 42° Resultados %
A443 R1A4-B1 X X Escherichia coli 99
A451 R1A4-B2 X X Fusibacter sp. 90
Ad44 R1A4-B3 X X Escherichia sp. 99
A445 R1A4-B4 X X - -
A446 R1A4-B5 X X Shigella flexneri 99
A447 R1A4-B6 X X Streptococcus agalactiae 96
A448 R1A4-B7 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 96
A449 R1A4-B8 X X Pseudomonas brenneri 94
A450 R1A4-B9 X X Escherichia coli 91
A452 R1A4-B10 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A439 R1A4-CM7 X X Escherichia coli 98
A440 R1A4-CM8 X X Escherichia coli 99
A441 R1A4-CM9 X X Escherichia coli 99
A442 R1A4-CM10 X X Shigella flexneri 100
A453 R1A4-CT1 X X - -
A454 R1A4-CT2 X X Escherichia sp. 98
A455 R1A4-CT3 X X Escherichia sp. 98
A456 R1A4-CT4 X X Escherichia coli 92
A457 R1A4-CT5 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A458 R1A4-CT6 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 98
A459 R1A4-CT7 X X Streptococcus thermophilus 93
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2.2 - Regido de Cajazeiras — R2

Tabela A2.2.1: BAL e BNL para a regido R2A1.

R2A1 Tipo de bactéria Temr()oeé)atura
— N°da . Resultados %
Cadigo amostra Bacilos | Cocos | 30° 42°
A63 R2A1-MRS1 X X Lactobacillus plantarum 99
Ab64 R2A1-MRS2 X X Enterococcus faecalis 99
AB5 R2A1-MRS3 X X Enterococcus faecium 99
A66 R2A1-MRS4 X X Lactobacillus plantarum 99
A67 R2A1-MRS5 X X Lactobacillus plantarum 99
A68 R2A1-MRS6 X X Lactobacillus plantarum 99
A69 R2A1-MRS7 X X Lactobacillus plantarum 99
A70 R2A1-MRS8 X X Enterococcus faecium 99
A71 R2A1-MRS9 X X Lactobacillus plantarum 99
A72 R2A1-MRS10 X X Lactobacillus plantarum 98
A75 R2A1-M173 X X Lactobacillus fermentum 99
A76 R2A1-M175 X X Enterococcus faecium 97
AT7 R2A1-M176 X X Lactobacillus fermentum 99
A79 R2A1-M178 X X Enterococcus faecium 99
A80 R2A1-M179 X X Enterococcus faecium 99
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Tabela A2.2 2: BAL e BNL para a regido R2A2.

R2A2 Tipo de bactéria Tem;z(%;;\tura
— N°da . Resultados %
Cadigo amostra Bacilos | Cocos | 30° 42°
A82 R2A2-MRS1 X X Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 99
A83 R2A2-MRS2 X X Lactobacillus pentosus 100
A84 R2A2-MRS3 X X Lactobacillus pentosus 99
A85 R2A2-MRS4 X X Lactobacillus plantarum 99
A88 R2A2-MRS7 X X Enterococcus faecium 95
A89 R2A2-MRS8 X X Lactococcus garvieae 100
A90 R2A2-MRS9 X X Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 100
A9l R2A2-MRS10 X X Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 100
A92 R2A2-M171 X X Enterococcus faecium 100
A93 R2A2-M172 X X Enterococcus faecium 99
A94 R2A2-M173 X X Enterococcus faecium 100
A95 R2A2-M174 X X Enterococcus faecium 99
A98 R2A2-M178 X X Enterococcus faecium 100
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Tabela A2.2.3: BAL e BNL para a regido R2A3.

R2A3 Tipo de bactéria Tem;z(%;;\tura
— N°da : Resultados %
Cadigo amostra Bacilos | Cocos | 30° 42°
A121 R2A3-B1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
Al22 R2A3-B2 X X Lactococcus garvieae 100
A123 R2A3-B3 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
Al124 R2A3-B4 X X Lactococcus garvieae 99
A125 R2A3-B5 X X Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 99
Al126 R2A3-B6 X X Lactococcus garvieae 99
Al127 R2A3-B7 X X Lactococcus garvieae 99
A128 R2A3-B8 X X Lactococcus garvieae 99
A129 R2A3-B9 X X Lactococcus garvieae 100
A130 R2A3-B10 X X Lactococcus garvieae 99
Al31 R2A3-CM2 X X Lactococcus garvieae 99
A132 R2A3-CM21 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A133 R2A3-CM23 X X Lactococcus garvieae 99
Al134 R2A3-CM3 X X Lactococcus garvieae 100
A135 R2A3-CM32L X X Klebsiella milletis 98
A136 R2A3-CM6 X X Lactococcus garvieae 99
A137 R2A3-CM45 X X Lactococcus garvieae 100
A138 R2A3-CM67 X X Lactococcus garvieae 99
A139 R2A3-CM7 X X Lactococcus garvieae 100
A140 R2A3-CM8 X X Lactococcus garvieae 100
Al141 R2A3-CT1 X X Klebsiella variicola 99
Al142 R2A3-CT2 X X Klebsiella variicola 99
Al143 R2A3-CT3 X X Escherichia coli 0111:H- 99
Al44 R2A3-CT4 X X E. coli 99
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Tabela A2.2.4: BAL e BNL para a regido R2A4

R2A4 Tipos de bactéria Tem;z(%;:\tura
— N°da : Resultados %
Cadigo amostra Bacilos | Cocos | 30° 42°
A147 R2A4-B1 X X Enterococcus faecium 100
A148 R2A4-B2 X X Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 99
A149 R2A4-B3 X X Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 99
A151 R2A4-B5 X X Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 100
A152 R2A4-B6 X X Enterococcus faecium 100
A153 R2A4-B7 X X Enterococcus faecium 99
A154 R2A4-B8 X X Enterococcus faecium 98
A155 R2A4-B9 X X Enterococcus faecium 100
A156 R2A4-B10 X X Enterococcus faecium 99
A157 R2A4-CM1 X X Enterococcus faecium 99
A158 R2A4-CM2 X X Enterococcus faecium 100
A159 R2A4-CM3 X X Enterococcus faecium 100
A160 R2A4-CT1 X X Enterococcus faecium 99
A161 R2A4-CT2 X X Enterococcus faecium 99
A162 R2A4-CT3 X X Enterococcus faecium 100
A163 R2A4-CT4 X X Enterococcus faecium 100
A164 R2A4-CT5 X X Enterococcus faecium 99
2.3 - Regido de Sousa - R3
Tabela A2.3.1: BAL e BNL para a regido R3AL.
R3A1 Tipos de bactéria Tem;(aoecr)atura
Resultados %
Cédigo | N°da amostra | Bacilos | Cocos 30° 420
Al R3A1-B X X Streptococcus sp. 99
A2 R3A1-B X X Streptococcus sp. 96
A3 R3A1-B X X Streptococcus lutetiensis 99
A4 R3A1-B X X Enterococcus casseliflavus 98
A5 R3A1-B X X Enterococcus faecalis 99
A6 R3A1-C X X Lactobacillus rhamnosus 100
A8 R3A1-C X X Lactobacillus rhamnosus 99
A9 R3A1-C X X Enterococcus faecium 99
A10 R3A1-C X X Enterococcus faecalis 99
All R3A1-B X X Streptococcus lutetiensis 99
Al12 R3A1-B X X Streptococcus lutetiensis 99
A13 R3A1-B X X Streptococcus lutetiensis 98
Al4 R3A1-B X X Streptococcus lutetiensis 99
A15 R3A1-C X X Enterococcus faecalis 99
Al6 R3A1-C X X Enterococcus faecium 95
A17 R3A1-C X X Klebsiella pneumoneae 96
A18 R3A1-C X X Lactobacillus rhamnosus 99
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Tabela A2.3.2: BAL e BNL para a regido R3A2.

R3A2 Tipos de bactéria Temp()oeé)atura
Resultados %

Cdédigo | N°da amostra | Bacilos | Cocos 30° 42°
A22 R3A2-CT3 X X Enterococcus faecium, 99
A23 R3A2-CT4 X X Lactobacillus fermentum 93
A24 R3A2-CT4ll X X Lactobacillus sp. ?
A28 R3A2-CT7 X X Enterococcus faecium 99
A30 R3A2-CT9 X X Enterococcus faecium 100
A31 R3A2-CT10 X X Enterococcus faecium 100
A32 R3A2-CM31 X X Staphylococcus aureus 99
A33 R3A2-CM32 X X Staphylococcus aureus 99
A34 R3A2-CM33 X X Staphylococcus aureus 97
A35 R3A2-CM34 X X Staphylococcus aureus 96
A36 R3A2-B31 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 100
A37 R3A2-B32 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A38 R3A2-B33 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A39 R3A2-B34 X X Streptococcus lutetiensis 99

Tabela A2.3.3: BAL e BNL para a regido R3A3.

R3A3 Tipos de bactéria Tem;()oecri:-ltura
Resultados %

Cédigo | N°da amostra | Bacilos | Cocos 30° 420
A40 R3A3-CM1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A41 R3A3-CM3 X X Staphylococcus aureus 98
A42 R3A3-CM4 X X Staphylococcus aureus 100
A43 R3A3-CM5 X X Lactococcus garvieae 100
Ad4 R3A3-CM8 X X Staphylococcus aureus 99
A45 R3A3-CM9 X X Staphylococcus aureus 99
A46 R3A3-CM10 X X Staphylococcus aureus 100
A47 R3A3-CT1 X X Staphylococcus aureus 99
Al165 R3A3-CT2 X X Brevibacillus agri 99
A166 R3A3-CT3 X X Enterobacter sp. 99
Al67 R3A3-CT4 X X Enterococcus faecium 99
A168 R3A3-CT5 X X Enterococcus faecium 99
A169 R3A3-CT7 X X Staphylococcus aureus 99
A170 R3A3-CT8 X X Streptococcus lutetiensis 99
Al171 R3A3-CT10 X X Streptococcus lutetiensis 99
A172 R3A3-B1 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A173 R3A3-B2 X X Enterococcus faecium 99
Al74 R3A3-B4 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A175 R3A3-B5 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A176 R3A3-B6 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A177 R3A3-B7 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
Al178 R3A3-B8 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A179 R3A3-B9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 96
A180 R3A3-B10 X X Streptococcus lutetiensis 99
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Tabela A2.3.4: BAL e BNL para a regido R3A4.

R3A4 Tipos de bactéria Tem;()oeé)atura
Resultados %
Cdédigo | N°da amostra | Bacilos | Cocos 30° 42°
A608 R3A4-B1 X X - -
A609 R3A4-B2 X X - -
A610 R3A4-B3 X X Pseudomonas sp. 98
A611 R3A4-B4 X X - -
A612 R3A4-B5 X X - -
A613 R3A4-B6 X X - -
A614 R3A4-B7 X X Pseudomonas sp. 96
A615 R3A4-B8 X X Pseudomonas stutzeri 93
A616 R3A4-B9 X X - -
A617 R3A4-CT1 X X - -
A618 R3A4-CT2 X X - -
A619 R3A4-CT3 X X Ralstonia sp. 96
A620 R3A4-CT4 X X - -
A621 R3A4-CT5 X X Ralstonia sp. 95
A623 R3A4-CT6 X X Ralstonia sp. 90
A624 R3A4-CT7 X X - -
A625 R3A4-CT8 X X - -
A626 R3A4-CT9 X X - -
A622 R3A4-CT10 X X Sphingomonas sp. 99
AB27 R3A4-CM1 X X Lactococcus garvieae 98
A628 R3A4-CM2 X X Lactococcus garvieae 96
A629 R3A4-CM3 X X Enterococcus faecium 99
A630 R3A4-CM4 X X Enterococcus faecium 99
A631 R3A4-CM5 X X Enterococcus durans 98
A632 R3A4-CM6 X X Lactococcus garvieae 96
A633 R3A4-CM7 X X - -
A634 R3A4-CM8 X X Enterococcus faecium 99
A635 R3A4-CM9 X X Lactococcus garvieae 96
2.4 - Regido de Patos — R4
Tabela A2.4 1: BAL e BNL para a regido R4A1.
R4A1 Tipos de bactéria Tempoeratura
(C) Resultados %
Cédigo | N°daamostra Bacilos | Cocos | 30° 42°
A50 R4A1-B X Streptococcus lutetiensis 99
A52 R4A1-B X X Enterococcus faecium 99
A55 R4A1-B X X - -
A57 R4A1-C X X Enterococcus faecium 100
A59 R4A1-C X X Klebsiella milletis 98
A61 R4A1-C X X Klebsiella milletis 99
A62 R4A1-C X X Klebsiella milletis 99
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Tabela A2.4 2: BAL e BNL para a regido R4A2.

R4A2 Tipos de bactéria Tempoeé)atura
Resultados %
Cdédigo | N°daamostra | Bacilos | Cocos 30° 42°
A102 R4A2-C2 X Enterococcus faecium 99
A103 R4A2-C3 X X Streptococcus lutetiensis 99
A104 R4A2-C4 X X Streptococcus lutetiensis 99
A105 R4A2-B1 X X Enterococcus faecium 99
A106 R4A2-B2 X X Enterococcus faecium 99
Al107 R4A2-B3 X X Enterococcus faecium 99
A108 R4A2-B4 X X Enterococcus faecium 99
A109 R4A2-B5 X X Enterococcus faecium 99
Al110 R4A2-B6 X X Enterococcus faecium 100
Alll R4A2-B7 X X Enterococcus faecium 100
Al12 R4A2-B8 X X Enterococcus faecium 99
Al113 R4A2-B9 X X Enterococcus faecium 99
All14 R4A2-B10 X X Enterococcus faecium 99
Al115 R4A2-C5 X X Enterococcus faecium 100
Al116 R4A2-C6 X X Enterococcus faecium 100
Al17 R4A2-C7 X X Enterococcus faecium 99
Al118 R4A2-C8 X X Enterococcus faecium 99
A119 R4A2-C9 X X Enterococcus faecium 100
A120 R4A2-C10 X X Enterococcus faecium 100
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Tabela A2.4.3: BAL e BNL para a regido R4A3.

R4A3 Tipos de bactéria Tempoeé)atura
Resultados %
Codigo | N°daamostra | Bacilos Cocos 30° 42°

A181 R4A3-CM1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A182 R4A3-CM2 X Enterococcus faecium 99
A183 R4A3-CM3 X X Lactococcus garvieae 99
A184 R4A3-CM4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A185 R4A3-CM5 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A186 R4A3-CM6 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A187 R4A3-CM7 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A188 R4A3-CM8 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A189 R4A3-CM9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A190 R4A3-CM10 X X Enterococcus italicus 100
Al191 R4A3-CT2 X X Enterococcus faecium 98
A192 R4A3-CT3 X X Enterococcus faecium 99
A193 R4A3-CT4 X X Enterococcus faecalis 99
A194 R4A3-CT5 X X Enterococcus faecium 99
A195 R4A3-CT6 X X Enterococcus faecium 99
A196 R4A3-CT7 X X Enterococcus faecalis 98
A197 R4A3-CT8 X X Enterococcus faecium 99
A198 R4A3-CT9 X X Enterococcus faecium 99
A199 R4A3-CT10 X X Enterococcus faecium 99
A200 R4A3-B1 X X Enterococcus faecium 99
A201 R4A3-B2 X X Leuconostoc pseudomesenteroides 99
A203 R4A3-B4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 97
A204 R4A3-B5 X X Lactococcus lactis subsp. cremoris 91
A205 R4A3-B6 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A206 R4A3-B7 X X Lactococcus lactis 99
A207 R4A3-B8 X X Enterococcus faecium 99
A208 R4A3-B9 X X Weissella paramesenteroides 97
A209 R4A3-B10 X X Lactococcus lactis subsp. cremoris 99
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Tabela A2.4.4: BAL e BNL para a regiao R4A4.

R4A4 Tipos de bactéria Temperatura
(C) Resultados %
Cddigo | N°daamostra Bacilos | Cocos | 30° 42°

A210 R4A4-B2 X X Lactococcus garvieae 99
A211 R4A4-B3 X Lactobacillus rhamnosus 99
A212 R4A4-B4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A213 R4A4-B5 X X Lactococcus garvieae 99
A214 R4A4-B6 X X Lactococcus garvieae 99
A215 R4A4-B7 X X Lactococcus garvieae 100
A216 R4A4-B8 X X Lactococcus garvieae 99
A217 R4A4-B9 X X Lactococcus garvieae 98
A218 R4A4-B10 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A219 R4A4-CM1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A220 R4A4-CM3 X X - -
A221 R4A4-CM4 X X Lactococcus lactis subsp. cremoris 99
A222 R4A4-CM5 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A223 R4A4-CM6 X X Enterobacter sp. 99
A224 R4A4-CM8 X X Lactococcus sp. 99
A225 R4A4-CM9 X X Enterococcus faecium 100
A226 R4A4-CM10 X X Lactococcus garvieae 99
A227 R4A4-CT1 X X Enterococcus faecium 99
A229 R4A4-CT3 X X Cronobacter sakazakii 99
A230 R4A4-CT4 X X Cronobacter sakazakii 99
A231 R4A4-CT5 X X Cronobacter sakazakii 99
A233 R4A4-CT7 X X Sem contig -
A234 R4A4-CT8 X X Klebsiella pneumoniae 99
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2.5 - Regido de Pianc6 — R5

Tabela A2.5.1: BAL e BNL para a regido R5A1.

R5A1 Tipo de bactéria | Temperatura (°C)
Resultados %
Cdédigo | N° da amostra | Bacilos | Cocos 30° 42°

A515 R5A1-B1 X X Lactococcus garvieae 99
A516 R5A1-B2 X X Lactococcus garvieae 95
A517 R5A1-B3 X X Lactococcus garvieae 100
A518 R5A1-B4 X X Lactococcus garvieae 99
A519 R5A1-B5 X X - -
A520 R5A1-B6 X X - -
A521 R5A1-B7 X X - -
A522 R5A1-B8 X X Pseudomonas sp. 99
A523 R5A1-B9 X X - -
A524 R5A1-B10 X X Pseudomonas brenneri 99
A525 R5A1-CM2 X X - -
A526 R5A1-CM4 X X Lactococcus garvieae 96
A527 R5A1-CM5 X X Lactococcus garvieae 99
A528 R5A1-CM6 X X Lactococcus garvieae 99
A529 R5A1-CM7 X X Lactococcus garvieae 95
A530 R5A1-CM8 X X Lactococcus garvieae 95
A531 R5A1-CM9 X X Lactococcus garvieae 94
A532 R5A1-CM10 X X - -
A533 R5A1-CT1 X X Pseudomonas sp. 100
A534 R5A1-CT2 X X Enterococcus durans 99
A535 R5A1-CT4 X X Enterococcus durans 99
A536 R5A1-CT5 X X Enterococcus durans 93
A537 R5A1-CT6 X X Enterococcus durans 98
A538 R5A1-CT7 X X Enterococcus faecium 99
A539 R5A1-CT8 X X Enterococcus faecium 99
A540 R5A1-CT9 X X Enterococcus faecium 99
A541 R5A1-CT10 X X - -
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Tabela A2.5.2: BAL e BNL para a regido R5A2.

R5A2 Tipo de bactéria | Temperatura (°C)
Resultados %
Cdédigo | N° da amostra | Bacilos | Cocos 30° 42°

A542 R5A2-B1 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 100
A543 R5A2-B2 X X - -
A544 R5A2-B3 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A545 R5A2-B4 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A546 R5A2-B5 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A547 R5A2-B6 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A548 R5A2-B7 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A549 R5A2-B8 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A550 R5A2-B9 X X Lactococcus lactis subsp. cremoris 87
A551 R5A2-B10 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A552 R5A2-CM1 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A553 R5A2-CM2 X X - -
A554 R5A2-CM3 X X - -
A555 R5A2-CM4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A556 R5A2-CM5 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 97
A557 R5A2-CM6 X X - -
A558 R5A2-CM7 X X Lactococcus garvieae 94
A559 R5A2-CM8 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 96
A560 R5A2-CM9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 94
A561 R5A2-CM10 X X - -
A562 R5A2-CT1 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A563 R5A2-CT4 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A564 R5A2-CT6 X X Enterococcus faecium 99
A565 R5A2-CT8 X X Enterococcus faecium 99
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Tabela A2.5 3: BAL e BNL para a regiao R5A3.

R5A3 Tipo de bactéria | Temperatura (°C)
Resultados %
Cdédigo | N° da amostra | Bacilos | Cocos 30° 42°

A566 R5A3-B1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 95
A567 R5A3-B2 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 98
A568 R5A3-B3 X X Enterococcus faecium 96
A569 R5A3-B4 X X Pseudomonas brenneri 99
A570 R5A3-B5 X X Pseudomonas brenneri 99
A571 R5A3-B6 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99

A572 R5A3-B7 X X - -
A573 R5A3-B8 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 88
A574 R5A3-B9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 97
A575 R5A3-B10 X X Lactococcus lactis 96
A576 R5A3-CM1 X X Lactococcus garvieae 99

A577 R5A3-CM2 X X - -
A578 R5A3-CM3 X X Lactococcus lactis 99
A579 R5A3-CM4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A580 R5A3-CM5 X X Streptococcus thermophilus 99
A581 R5A3-CM6 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 96

A582 R5A3-CM7 X X - -
A583 R5A3-CM8 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A403 R5A3-CM9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A584 R5A3-CT1 X X Streptococcus sp. 98
A585 R5A3-CT2 X X Enterococcus faecium 99
A586 R5A3-CT3 X X Enterococcus faecium 98
A603 R5A3-CT4 X X Ralstonia sp. 94
A604 R5A3-CT5 X X Pseudomonas sp. 96
A605 R5A3-CT6 X X Ralstonia sp. 97
A404 R5A3-CT7 X X Enterococcus faecium 96
A423 R5A3-CT8 X X Escherichia coli 99
A405 R5A3-CT9 X X Enterococcus faecium 97

Tabela A2.5.4: BAL e BNL para a regido R5A4.
R5A4 Tipo de bactéria | Temperatura (°C) Resultados %
Cédigo | N°da amostra | Bacilos | Cocos 30° 42°

A595 R5A4-B2 X X Pseudomonas sp. 88
A596 R5A4-B3 X X Ralstonia sp. 95

A597 R5A4-B4 X X - -
A598 R5A4-B6 X X Ralstonia solanacearum 98
A599 R5A4-B7 X X Pseudomonas sp. 95

A600 R5A4-B8 X X - -
A601 R5A4-B9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A602 R5A4-B10 X X Pseudomonas sp. 91
A406 R5A4-CM1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A407 R5A4-CM2 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A408 R5A4-CM3 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A409 R5A4-CM4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A410 R5A4-CM6 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100

A411 R5A4-CM7 X X - -
A412 R5A4-CM8 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A413 R5A4-CM9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 98
A414 R5A4-CM10 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A415 R5A4-CT1 X X Streptococcus infantarius subsp. infantarius 99
A416 R5A4-CT2 X X Streptococcus lutetiensis 99

A417 R5A4-CT4 X X - -
A418 R5A4-CT5 X Escherichia coli 99
A419 R5A4-CT6 X Escherichia coli 99
A420 R5A4-CT7 X Escherichia coli 99
A421 R5A4-CT8 X Escherichia coli 99

192




Anexos

[ A422 ]

R5A4-CT10 |

Escherichia coli

| 99

2.6 - Regido de Itaporanga — R6

Tabela A2.6.1: BAL e BNL

ara a regido R6A1.

R6A1 Tipo de bactérias Temperatura (°C)
Resultados %
Cadigo Amostra Bacilos | Cocos 30° 42°
A261 R6A1-B1 X X Lactococcus lactis 100
A262 R6A1-B2 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A263 R6A1-B3 X X Streptococcus lutetiensis 99
A264 R6A1-B4 X X Streptococcus lutetiensis 99
A265 R6A1-B5 X X Streptococcus lutetiensis 99
A266 R6A1-B6 X X Streptococcus lutetiensis 99
A267 R6A1-B7 X X Streptococcus lutetiensis 99
A268 R6A1-B8 X X Streptococcus lutetiensis 99
A269 R6A1-B9 X X Streptococcus lutetiensis 99
A270 R6A1-B10 X X Streptococcus lutetiensis 99
A271 R6A1-CT1 X X Streptococcus lutetiensis 99
A273 R6A1-CT4 X X Streptococcus lutetiensis 99
A274 R6A1-CT5 X X Enterococcus gallinarum 99
A275 R6A1-CT6 X X Streptococcus lutetiensis 99
A276 R6A1-CT8 X X Streptococcus lutetiensis 99
A277 R6A1-CT9 X X Streptococcus lutetiensis 99
A278 R6A1-CT10 X X Streptococcus lutetiensis 99
A280 R6A1-CM2 X X Lactococcus lactis subsp.lactis 99
A281 R6A1-CM3 X X Streptococcus lutetiensis 99
A282 R6A1-CM4 X X Streptococcus lutetiensis 99
A283 R6A1-CM5 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A284 R6A1-CM6 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A285 R6A1-CM7 X X Streptococcus lutetiensis 99
A286 R6A1-CM8 X X Streptococcus lutetiensis 99
A287 R6A1-CM9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A288 R6A1-CM10 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
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Tabela A2.6 2: BAL e BNL para a regido R6A2.

R6A2 Tipo de bactérias Temperatura (°C)
. N° da - Resultados %
Cadigo Bacilos | Cocos 30° 42°
amostra
A242 R6A2-B1 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 100
A243 R6A2-B2 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 99
A244 R6A2-B3 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 99
A245 R6A2-B4 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 99
A246 R6A2-B5 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 99
A247 R6A2-B6 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 99
A248 R6A2-B7 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 100
A249 R6A2-B8 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 100
A250 R6A2-B9 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 99
A251 R6A2-B10 X X Lactococcus lactis subsp. Lactis 99
A235 R6A2-CT1 X X Enterococcus faecalis 100
A236 R6A2-CT2 X X Escherichia coli 100
A237 R6A2-CT3 X X Enterococcus faecium 99
A238 R6A2-CT4 X X Escherichia coli 99
A306 R6A2-CT6 X X Enterococcus faecalis 100
A239 R6A2-CT8 X X Enterococcus casseliflavus 99
A240 R6A2-CT9 X X Enterococcus gallinarum 100
A241 R6A2-CT10 X X Enterococcus casseliflavus 99
A252 R6A2-CM1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A253 R6A2-CM2 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A254 R6A2-CM3 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A255 R6A2-CM4 X X Lactococcus lactis 99
A256 R6A2-CM5 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A257 R6A2-CM6 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A258 R6A2-CM8 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A259 R6A2-CM9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A260 R6A2-CM10 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
Tabela A2.6.3: BAL e BNL para a regido R6A3.
R6A3 Tipo de bactérias Temperatura (°C)
. N° da ] Resultados %
Cadigo amostra Bacilos | Cocos 30° 42°

A332 R6A3-B1 X X Streptococcus lutetiensis 99
A587 R6A3-B3 X X - -
A588 R6A3-B4 X X Ralstonia pickettii 95
A589 R6A3-B5 X X Enterobacter sp. 99
A590 R6A3-B6 X X Shigella flexneri 99
A591 R6A3-B7 X X Enterobacter sp. 99
A592 R6A3-B8 X X - -
A593 R6A3-B9 X X Pseudomonas sp. 93
A594 R6A3-B10 X X - -
A315 R6A3-CT1 X X Enterococcus faecium 99
A316 R6A3-CT2 X X Staphylococcus aureus 99
A607 R6A3-CT4 X X Ralstonia sp. 96
A317 R6A3-CT5 X X Enterococcus faecium 100
A318 R6A3-CT6 X X Enterococcus faecium 100
A319 R6A3-CT7 X X Enterococcus faecium 100
A321 R6A3-CT9 X X Enterococcus faecium 99
A322 R6A3-CT10 X X Enterococcus faecium 100
A323 R6A3-CM1 X X Lactococcus lactis 100
A324 R6A3-CM2 X X Enterococcus faecium 100
A325 R6A3-CM3 X X Enterococcus faecium 100
A326 R6A3-CM4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A327 R6A3-CM5 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
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A606 R6A3-CM8 - - - - -
A330 R6A3-CM9 - - - - -
A331 R6A3-CM10 X X Macrococcus caseolyticus 99
Tabela A2.6.4: BAL e BNL para a regido R6A4.
R6A4 Tipo de bactérias Temperatura (°C)
. N° da - Resultados %
Cadigo Bacilos | Cocos 30° 42°
amostra
A310 R6A4-B2 X X Lactococcus lactis 100
A311 R6A4-B3 X X Lactococcus lactis 100
A312 R6A4-B7 X X Streptococcus uberis 99
A313 R6A4-B8 X X Enterococcus faecium 99
A314 R6A4-B9 X X Lactococcus garvieae 99
A299 R6A4-CM1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A300 R6A4-CM2 X X Lactococcus lactis 90
A304 R6A4-CM6 X X Lactococcus garvieae 99
A305 R6A4-CM7 X X Lactococcus lactis 100
A307 R6A4-CM8 X X Lactococcus garvieae 99
A308 R6A4-CM9 X X Lactococcus lactis 100
A309 R6A4-CM10 X X Lactococcus garvieae 99
A289 R6A4-CT1 X X Enterococcus faecium 100
A290 R6A4-CT2 X X Enterococcus faecium 99
A291 R6A4-CT3 X X Enterococcus faecium 100
A292 R6A4-CT4 X X Enterococcus faecium 99
A293 R6A4-CT5 X X Enterococcus faecium 99
A294 R6A4-CT6 X X Enterococcus faecium 99
A295 R6A4-CT7 X X Enterococcus faecium 100
A296 R6A4-CT8 X X Enterococcus faecium 99
A297 R6A4-CT9 X X Enterococcus faecium 99
A298 R6A4-CT10 X X Enterococcus faecium 99
2.7 - Regido da Serra do Teixeira- R7
Tabela A2.7 1: BAL e BNL para a regido R7A1.
R7A1 Tipo de bactérias | Temperatura (°C)
Resultados %
Cdédigo | N°da amostra Bacilos | Cocos 30° 42°
A461 R7A1-B2 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 98
A462 R7A1-B3 X X Enterococcus casseliflavus 100
A463 R7A1-B4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 98
A464 R7A1-B5 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A465 R7A1-B6 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A466 R7A1-B7 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A467 R7A1-B8 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 97
A468 R7A1-B9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A469 R7A1-B10 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 94
A471 R7A1-CT2 X X Escherichia coli 95
A4T2 R7A1-CT3 X X Pseudomonas lini 89
AA4T3 R7A1-CT4 X X Escherichia coli 92
A474 R7A1-CT5 X X Pseudomonas sp. 92
A4T75 R7A1-CT6 X X Pseudomonas sp. 88
A476 R7A1-CT8 X X - -
AATT R7A1-CT10 X X - -
A478 R7A1-CM1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 97
A4T79 R7A1-CM2 X X - -
A480 R7A1-CM3 X X Enterococcus italicus 99
A481 R7A1-CM4 X X Lactococcus lactis 100
A482 R7A1-CM5 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A483 R7A1-CM6 X X Enterococcus sp. 99
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A484 R7A1-CM7 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A485 R7A1-CM8 X X Escherichia coli 97
A486 R7A1-CM9 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
Tabela A2.7.2: BAL e BNL para a regido R7A2.
R7A2 Tipo de bactérias | Temperatura (°C)
Resultados %
Cdodigo| N°da amostra Bacilos | Cocos 30° 42°
A487 R7A2-B1 X X Pseudomonas sp. 93
A488 R7A2-B2 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A489 R7A2-B3 X X Escherichia coli 98
A490 R7A2-B4 X X - -
A492 R7A2-B6 X X Lactococcus lactis 100
A493 R7A2-B7 X X Escherichia coli 94
A494 R7A2-B8 X X - -
A495 R7A2-B9 X X Enterobacter cloacae 90
A496 R7A2-B10 X X Escherichia coli 94
A497 R7A2-CM1 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A498 R7A2-CM2 X X Pseudomonas sp. 90
A499 R7A2-CM3 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 100
A500 R7A2-CM4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A501 R7A2-CM5 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A502 R7A2-CM6 X X Lactococcus lactis 95
A503 R7A2-CM7 X X Pseudomonas sp. 90
A504 R7A2-CM8 X X - -
A505 R7A2-CM9 X X - -
A506 R7A2-CM10 X X - -
A507 R7A2-CT2 X X - -
A508 R7A2-CT3 X X Enterococcus faecalis 99
A509 R7A2-CT4 X X - -
A510 R7A2-CT5 X X Pseudomonas sp. 97
A511 R7A2-CT6 X X Enterococcus durans 94
A512 R7A2-CT7 X X Enterococcus durans 96
A513 R7A2-CT9 X X Enterococcus faecalis 99
A514 R7A2-CT10 X X Enterococcus faecalis 97
Tabela A2.7.3: BAL e BNL para a regido R7A3.
R7A3 Tipo de bactérias | Temperatura (°C)
Resultados %
Cédigo| N°da amostra Bacilos | Cocos 30° 42°
A661 R7A3-B1 X X Lactococcus garvieae 99
A662 R7A3-B2 X X Lactococcus garvieae 99
A663 R7A3-B3 X X Lactococcus garvieae 99
A664 R7A3-B4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A665 R7A3-B5 X X Lactococcus garvieae 99
A666 R7A3-B6 X X Lactococcus garvieae 99
A667 R7A3-B7 X X Lactococcus garvieae 99
A668 R7A3-B8 X X Enterococcus faecium 98
A669 R7A3-B9 X X Lactococcus garvieae 98
A670 R7A3-CM1 X X Lactococcus garvieae 98
A671 R7A3-CM2 X X Lactococcus garvieae 99
A672 R7A3-CM3 X X Lactococcus garvieae 99
A673 R7A3-CM4 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 95
A674 R7A3-CM5 X X Lactococcus garvieae 100
A675 R7A3-CM6 X X Lactococcus garvieae 99
A676 R7A3-CM7 X X Lactococcus garvieae 99
A681 R7A3-CM8 X X - -
A682 R7A3-CM9 X X - -
A683 R7A3-CT1 X X - -
A684 R7A3-CT2 X X - -
A685 R7A3-CT3 X X - -
A686 R7A3-CT4 X X - -
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AB87 R7A3-CT5 X X - -
A688 R7A3-CT6 X X - -
AB89 R7A3-CT7 X X - -
Tabela A2.7.4: BAL e BNL para a regido R7A4.
R7A4 Tipo de bactérias | Temperatura (°C)
Resultados %
Cdodigo| N°da amostra Bacilos | Cocos 30° 42°

A636 R7A4-B1 X X Enterococcus casseliflavus 100
A637 R7A4-B2 X X Pseudomonas sp. 90
AB38 R7A4-B3 X X - -
A639 R7A4-B4 X X Lactococcus garvieae 96
A640 R7A4-B5 X X - -
A641 R7A4-B6 X X Lactococcus garvieae 99
A642 R7A4-B7 X X Streptococcus macedonicus 99
A643 R7A4-B8 X X Lactococcus lactis subsp. lactis 99
A644 R7A4-B9 X X Lactococcus garvieae 100
A645 R7A4-B10 X X Enterococcus faecium 100
A646 R7A4-CM1 X X Enterococcus casseliflavus 99
A647 R7A4-CM2 X X Enterococcus casseliflavus 99
A648 R7A4-CM3 X X Enterococcus casseliflavus 100
A649 R7A4-CM4 X X - -
A650 R7A4-CM5 X X Enterococcus italicus 99
A651 R7A4-CM6 X X Lactococcus garvieae 99
AB52 R7A4-CM7 X X Lactococcus garvieae 99
A653 R7A4-CM8 X X Lactococcus garvieae 99
A654 R7A4-CM9 X X Lactococcus garvieae 99
AB55 R7A4-CM10 X X Lactococcus garvieae 99
A656 R7A4-CT1 X X Enterococcus faecium 99
A657 R7A4-CT2 X X Enterococcus faecium 99
A658 R7A4-CT3 X X Enterococcus faecium 99
A659 R7A4-CT4 X X Enterococcus faecium 99
A660 R7A4-CT5 X X Lactococcus garvieae 100
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