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CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS E FiSICO-QUIMICAS D URANTE
O PROCESSAMENTO DE QUEIJO DE LEITE DE OVELHA !

Autor: Cassia Regina Nespolo

Orientador: Adriano Brandelli

RESUMO

A producéo de leite e queijo de ovelha pode ser considerada recente no Brasil,
por isso a necessidade de estudar a composicdo e 0 processamento destes
alimentos. As bactérias lacticas presentes no leite sdo empregadas como
culturas iniciadoras em queijos e influenciam nas caracteristicas de qualidade
do produto. A qualidade microbiologica e fisico-quimica do leite de ovelha da
raca Lacaune e do queijo Fascal produzidos no RS foi avaliada, durante a
producdo e maturacdo do queijo. As bactérias lacticas Lactobacillus plantarum
LCN 17 e Lactobacillus rhamnosus LCN 43 foram isoladas a partir das
amostras e o potencial antimicrobiano, proteolitico e lipolitico destes isolados
foi investigado. Com base nos resultados, foi testada a utilizacdo das bactérias
lacticas autdéctones como culturas iniciadoras para a producédo de queijo de
ovelha. A combinag&o entre Lactobacillus plantarum LCN 28 e Lactobacillus
rhamnosus LCN 43 demonstrou ser adequada na fabricagéo de queijo Fascal,
em condicdes experimentais. A caseina precipitada a partir do leite de ovelha
foi usada na preparacdo de caseinatos de sodio e de calcio. O processo de
agregacdo e formacdo de géis de caseinato ovino por acidificacdo e as
modificacdes que estes geéis sofreram na presenca de aclUcares e/ou pequenos
co-solutos foi estudada. A concentracdo de calcio afetou a solubilidade do
caseinato ovino, o grau de compactacdo e a dureza dos géis. A adicdo de
sacarose e lactose ao caseinato ovino acarretou a formacédo de particulas
coloidais com estrutura mais compacta e menor hidrofobicidade superficial. Em
ambos 0s casos, 0 caseinato ovino e bovino apresentaram comportamento um
pouco distinto.

Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Linha de
Pesquisa Microbiologia de Alimentos Processados e "in Natura”, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil. (200 p.) Agosto, 2009.



MICROBIOLOGICAL AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERISTICS
DURING MANUFACTURING OF EWE MILK CHEESE *

Author: Céssia Regina Nespolo

Adviser: Adriano Brandelli

ABSTRACT

The production of sheep milk and cheese may be considered a recent activity in
Brazil; hence the need to study the composition and processing of these foods.
Lactic acid bacteria present in milk are used as starter cultures in cheese
production, and influence product quality characteristics. The microbiological
and physicochemical quality of milk of the Lacaune sheep breed and of Fascal
cheese produced in the state of Rio Grande do Sul, RS, Brazil, was assessed
during cheese production and ripening. The lactic acid bacteria Lactobacillus
plantarum LCN 17 and Lactobacillus rhamnosus LCN 43 were isolated from
samples to investigate the antimicrobial, proteolytic and lipolytic potentials of
each microorganism. The results were used to test the applicability of these
autochthonous bacteria as starter cultures in the production of ewe cheese. The
mixed culture of Lactobacillus plantarum LCN 28 and Lactobacillus rhamnosus
LCN 43 was shown to be appropriate in the production of Fascal cheese, under
experimental conditions. The casein precipitated from sheep milk was used in
the preparation of sodium and calcium caseinates. The aggregation process
and formation of ovine caseinate gels by acidification and the changes these
gels undergo in the presence of sugars and/or small cosolutes were
investigated. Calcium concentration affected the solubility of ovine caseinate,
compactation degree and hardness of gels. The addition of saccharose and
lactose to ovine caseinate led to the formation of colloidal particles presenting a
more structured and lesser surface hydrophobicity. In both cases, ovine and
bovine caseinate presented fairly distinct behaviors.

'Doctoral Thesis in Agricultural and Environmental, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil. (200 p.) August, 2009.
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1. INTRODUCAO

A recente atividade de producédo de leite de ovelha no Brasil e sua
industrializacdo a queijos finos podem representar uma alternativa com grande
potencial econdmico para o produtor. A expanséo desta atividade econOGmica
esta vinculada, entre outros aspectos, a matéria-prima empregada, a qualidade
assegurada do produto que chega ao consumidor e ao fato deste possuir um
carater regional.

A fabricagdo de queijo de leite de ovelha no Rio Grande do Sul em
escala industrial é restrita a Regido Metropolitana e a Serra Galcha, sendo que
a informacéo encontrada na literatura sobre os produtos e sobre o proprio leite
produzido nestas regifes é escassa. O queijo Fascal pode ser considerado o
primeiro queijo de leite de ovelha desenvolvido no Brasil, utilizando leite cru de
ovelhas da raga Lacaune, culturas iniciadoras comerciais e com um tempo de
maturacdo minimo de noventa dias. A legislacdo brasileira prevé que o leite cru
pode ser utilizado na producéao de queijos, desde que o periodo de maturacdo

nao seja inferior a sessenta dias.

Apesar do carater regional do queijo Fascal, a utilizacdo de culturas
iniciadoras selecionadas a partir da matéria-prima poderia fornecer
caracteristicas de tipicidade ao produto, tdo valorizada em queijos tradicionais
produzidos no continente europeu. A selecdo de bactérias lacticas e sua
utilizacdo como culturas iniciadoras em queijos tem sido bastante investigada,
especialmente em queijos italianos, portugueses e espanhois, a maioria
manufaturados com leite cru de ovelha e somente com culturas autdctones. A
producdo de bacteriocinas por estes isolados e a alteracdo dos parametros de

protedlise durante sua maturagédo também tem sido tema de pesquisas.



As principais proteinas presentes no leite sdo as caseinas, sendo a de
origem bovina a mais amplamente investigada. Com base nos dados
apresentados nas referéncias consultadas, pode-se dizer que as propriedades
fisico-quimicas da caseina ovina sdo conhecidas parcialmente. Este
conhecimento é importante para determinar as condicfes adequadas para o
processamento do caseinato ovino e favorecer o desenvolvimento de produtos

alimenticios com caracteristicas estruturais diferenciadas.

A coagulacdo das caseinas € o principal passo na producéao de queijo e
logurte, processo que pode ser promovido por modificacdo do pH ou por
hidrélise enzimatica, conduzindo a agregacdo destas proteinas lacteas e
posterior formacdo de um gel. A adicdo de outros componentes, tais como
sacarose, lactose e calcio, € comum em sistemas alimenticios lacteos e a
presencga destes compostos pode interferir positivamente ou negativamente na
estrutura do alimento. A interagéo entre estes componentes tem sido objeto de
estudos recentes, que utilizam o caseinato bovino como 0 componente protéico

do sistema.

A escassez de dados na literatura sobre o leite e o queijo de ovelha
produzidos no Brasil, bem como das bactérias lacticas isoladas a partir destes
alimentos, aliado ao fato dos estudos com proteinas lacteas geralmente néo
utilizarem a caseina ovina, despertaram o interesse na realizacao deste estudo
gue tem como base a matéria-prima leite de ovelha. A partir disso, foi realizado
um acompanhamento do leite cru de ovelha da raca Lacaune e das etapas de
fabricacdo do queijo. A avaliacdo com as caseinas isoladas a partir do leite
ovino foi realizada dentro do projeto “Caracterizacdo de géis formados pela
interacdo entre proteinas lacteas de origem ovina e polissacarideos:
propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e estruturais”, na Universidad Nacional
de Rosario, Argentina, sob orientacdo da Dra Patricia Hilda Risso, dentro do
Programa CDBA/CAPES.

Os objetivos deste trabalho incluiram a avaliacdo da qualidade
microbiolégica e fisico-quimica do leite de ovelha da raca Lacaune e do queijo

produzido com leite cru, e a geracdo de dados para a classificacdo do queijo



Fascal. Ainda, a caracterizagcdo das bactérias lacticas presentes no leite de
ovelha e durante o processamento do queijo, investigando sua relacdo com as
caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas do produto final, a producéo
de bacteriocinas e o potencial de utilizagdo como culturas iniciadoras para
producdo do queijo Fascal. As caseinas ovinas também foram foco desta
investigacao, através do estudo do processo de agregacao e formacao de géis
de caseinato ovino por acidificacdo, avaliagdo das modificacfes que estes géis
sofrem na presenca de acgucares e/ou pequenos co-solutos, fornecendo assim
informacdes sobre as proteinas lacteas de origem ovina e seu comportamento

em diferentes sistemas alimenticios.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ovinocultura e Producéao Leiteira no Brasil e no Mundo

As ovelhas e cabras foram os primeiros animais a serem domesticados e
a criacdo por humanos iniciou ha cerca de 10.000 anos. A partir dos rebanhos
ancestrais de ovelhas e cabras selvagens, nas regides atualmente
pertencentes ao lraque, Ird, Siria e leste da Turquia, estes animais foram
avancando ao redor do mundo, em centenas de diferentes racas, totalizando
mais de 1 bilhdo de ovelhas e 750 milhGes de cabras (HAENLEIN, 2007;
MARTH & STEELE, 2001).

A producao de leite de pequenos ruminantes perfaz em torno de 4% da
producao leiteira mundial (EMBRAPA, 2005), sendo que a producéo de leite de
ovelha corresponde a 1,3% da producdo mundial. Dentro deste panorama, 0
leite caprino e o0 leite ovino situam-se em terceiro e quarto lugares,
respectivamente, depois do leite bovino e do bubalino. Em 2004, foram 8,2
milhdées de toneladas de leite ovino produzidas e de 12,3 milhdes de toneladas
de leite caprino no mundo. O continente europeu destaca-se na producao de
leite de pequenos ruminantes, ressaltando a tecnificacdo, a importancia da
atividade como exploracao econdmica, a selecédo e o melhoramento animal, e a
aceitacdo do produto, com mercado firme e crescente, principalmente para a
producdo de queijos finos (EMBRAPA, 2005; MARTH & STEELE, 2001;
PRATA et al., 1998).

No Brasil, as exportacdes de produtos lacteos aumentaram 57,1% entre
2003 e 2004, com um crescimento de 101,5% no mercado de queijos e
requeijdo (EMBRAPA, 2005). O Brasil detém o nono maior rebanho caprino

mundial, sendo que a importancia desta atividade produtiva, particularmente



voltada para a producao de leite, vem crescendo consideravelmente nas
tltimas décadas. Tem-se observado um aumento na procura e consumo do
leite e seus derivados, em especial o queijo, em funcéo de suas caracteristicas
nutricionais e sensoriais (PRATA et al.,, 1998). Apesar de dispor de apenas
3,5% do efetivo caprino do Brasil, a regido Sudeste destaca-se pela
representatividade de seus estados no agronegdécio caprino leiteiro, tanto pela
producdo comercial (21% do total produzido no pais), quanto pela participacao
no mercado do leite de cabra e seus derivados. O destaque da regido Sudeste
neste segmento deve-se as iniciativas pioneiras de produtores e industrias
quanto a legislacdo sanitaria e marketing do leite de cabra, coleta granelizada,
producdo de leite em po, leite longa vida, leite achocolatado, leite light, queijos

finos, sorvetes e cosméticos (BORGES, 2003).

A producdo de leite em ovinos tem sido vista como uma alternativa
sustentavel, de baixo investimento inicial e de facil adocéo pela mao de obra
familiar, podendo melhorar a qualidade de vida dos pequenos e meédios
produtores rurais (SOUZA et al., 2005; CORREA et al., 2006; SUAREZ &
BUSETTI, 2006). Mais concentrado que o leite de vaca e cabra, o leite de
ovelha estd indicado para a fabricacdo de queijos com aromas e sabores
especiais, de alto valor comercial, e pode aumentar o retorno financeiro do
ovinocultor (SOUZA et al., 2005; SUAREZ & BUSETTI, 2006).

O rebanho ovino aparece como o quarto rebanho mais importante no
Brasil, em nimero de cabecas, e 0 Rio Grande do Sul, como o maior efetivo do
pais (IBGE, 2006). Apesar disso, a producdo de leite ovino ainda é uma
atividade pouco conhecida, embora existam animais de racas com aptidao
leiteira, como é o caso da Lacaune e da Bergamaécia (BRITO et al., 2006; SA et
al., 2005). No caso do Rio Grande do Sul, considera-se que a producéo ovina
estd voltada principalmente para carne e l|a. Nos Ultimos anos, tem-se
observado o crescimento da producéo de leite de ovelha em algumas cidades
do RS, bem como sua industrializacdo até a obtencdo de queijos. Mesmo nao
sendo expressiva, esta producdo € considerada rentavel, jA que os produtos

possuem um alto valor para comercializagao.



Os primeiros ovinos da raga Lacaune foram trazidos ao Brasil em 1992.
Esta raca originaria da Franca esta atualmente bem adaptada as condi¢des de
clima e alimentacdo do sul do Brasil (BRITO et al., 2006). A producgéo de leite
ovino também é uma atividade considerada recente na Argentina, onde foram
registrados 56 tambos em atividade em 2002, a maioria na provincia de
Buenos Aires (50%) e em menor parte na Patagonia (38%). A raca leiteira mais
utiizada € a Frisona del Este ou seus cruzamentos, o que inclui a raca
Pampinta (SUAREZ & BUSETTI, 2006). A producdo de leite ovino em escala
comercial iniciou na década de 1960, na Australia. Estima-se que 45
estabelecimentos de producéo de leite ovino tenham iniciado neste periodo,
mas somente 8 estejam em funcionamento atualmente (STUBBS et al., 2009).

Uma fémea Lacaune pode produzir 4,5 litros de leite/dia no pico da
lactac@o, que ocorre ao redor dos 30 dias poOs-parto, durando o periodo de
lactacéo de aproximadamente 150 dias. Os dados de um estudo realizado com
ovelhas da raca Lacaune, no municipio de Bento Goncalves/RS, indicaram que
a duracdo média da lactacdo das ovelhas estudadas foi de 160 dias, com uma
producédo média de leite de 1,3 L ovelha™ dia™ (BRITO et al., 2006). A ovelha
Lacaune na Franca apresentou producdo média de 1,6 L ovelha™ dia™®, com
extensdo de lactacdo por 165 dias (HAENLEIN, 2007). A producdo maxima de
leite obtida, em um estudo realizado com ovelhas na raca Bergamacia no
Brasil, foi de 0,960 kg dia™ (SA et al., 2005).

2.2 Composicéao do Leite Ovino

A utilizacdo de leite de ovelha pressupfe uma matéria-prima com teor
maior de extrato seco, em relagdo ao leite de vaca, sendo que os teores de
proteina, gordura, umidade, cinzas e acidez sdo parametros de qualidade a
serem observados (STUBBS et al., 2009; PARK et al.,, 2007). A composi¢éo
meédia do leite de ovelha, segundo diferentes autores, € apresentada na Tabela
1. Estes valores sdo maiores, em comparagao aos leites bovino, caprino e

humano, sendo que o leite ovino apresenta ainda valores maiores de



densidade, viscosidade e ponto de congelamento, do que os leites caprino e
bovino (PARK et al., 2007).

Tabela 1. Composi¢cdo média de nutrientes basicos em leite de ovelha descrita
por diferentes autores.

Parametro Park et gl. Brito et gl. Sa et al. Souza etOI
(2007) (2006) (2005)" al. (2005)

Proteina (%) 6,2 4,46 4,92 -
Caseina (%) 4,2 - - -
Albumina, globulina (%) 1,0 - - -
Gordura (%) 7,9 5,79 5,39 3,5
ESD (%) 12,0 10,43 - -
EST (%) - 16,25 16,42 -
Lactose (%) 4,9 4,76 4,91 -
Cinzas (%) 0,9 - - -
Valor Calérico/100 mL 105 - - -
pH 6,51-6,85 6,53 - 6,7
Acidez (D) D22 2N 25130 - .
Densidade Média (g mL™)  1,0347-1,0384 1,036 - 1,036
CCS (células mL™) - 171.750 - -

%Valores médios de diferentes Racas na Europa; "Raca Lacaune, Bento
Goncalves/RS; ‘Raca Bergamacia, Botucatu/SP; “Raca Corriedale, Bagé/RS;
ESD: Extrato Seco Desengordurado; EST: Extrato Seco Total; CCS: Contagem
de Células Somaéticas.

A composicdo de acidos graxos no leite de ovelha demonstra que em
torno de 28% destes sdo insaturados e que o conteudo de colesterol é proximo
a 290mg/100g de gordura lactea (PARK et al., 2007). Os leites de ovelha e de
cabra possuem grandes quantidades de triglicerideos de cadeia média,
compostos por acidos graxos com 6 a 8 carbonos na cadeia. Os principais séo
o caproico (C6:0), caprilico (C8:0) e caprico (C10:0) (SANZ SAMPELAYO et al.,
2007). O teor de gordura esta relacionado com o rendimento do queijo e sua
textura, em geral com pasta mole naqueles que tiverem maiores concentracdes
de gordura (MORAND-FEHR et al., 2007). Em estudo realizado por Leitner et



al. (2004), os valores de composicao de nutrientes em leite de ovelha de
animais com mastite foram todos menores, em relacdo aos animais nao

infectados.

O maior teor de extrato seco no leite de ovelha, em comparacgéo ao leite
de vaca, tem reflexo no rendimento de queijo (STUBBS et al., 2009; CAVALLI
et al., 2008). Aproximadamente 5,5 L de leite de ovelha sdo necessarios para
produzir 1 kg de queijo, enquanto 11 L de leite de vaca sao requeridos para

produzir a mesma quantidade de queijo (CAVALLI et al., 2008).

O teor de caseina no leite € importante para a formag¢do do coagulo, ja
qgue atua como emulsificante do leite e sua estabilidade é afetada durante o
processo de coagulacdo. A presenca desta proteina esta intimamente
relacionada com o rendimento do leite para producéo de queijo. A coagulacdo
enzimatica depende do teor de célcio presente no leite, imprescindivel para que
ocorra a agregacdo de toda a caseina e, posteriormente, a uniformidade do
queijo (PARK, 2007). As proteinas que permanecem em solucao a pH 4,6 séo
chamadas proteinas do soro lacteo ou proteinas do soro de queijo. Estédo
compostas por B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, albumina  sérica,
imunoglobulinas e peptideos de baixo peso molecular procedentes da
protedlise das caseinas (WONG et al., 1996).

O teor elevado de lactose favorece o crescimento microbiano,
principalmente por estar presente no soro que fica retido na massa, interferindo
na maturacdo dos queijos. A concentracdo alta de umidade no leite diminuird
seu rendimento e elevara a atividade de agua, favorecendo a contaminacéao e

as reacdes de degradacao (PARK, 2007).

Alteracdes nos valores de pH e de acidez da matéria-prima poderao
afetar o processo de coagulacéo e também a capacidade de retencdo de 4gua
da massa, afetando o processo de dessoramento e o tamanho dos granulos de
coagulo formados, com interferéncia direta sobre a textura e crescimento

microbiano no queijo (PARK, 2007).

O leite de ovelha possui propriedades benéficas a saude, devido aos
niveis de vitamina e minerais em sua composi¢cdo (RAYNAL-LJUTOVAC et al.,



2007a). Os principais cations em leite sdo célcio, magnésio, sddio e potassio e
0s principais anions sao fosfato inorganico, citrato e cloreto. Estes ions podem
estar mais ou menos associados entre eles e com as proteinas (GAUCHERON,
2005). Os valores de calcio e fosfato inorganico apresentam variacdes entre 0s
leites ovino e caprino. O leite de cabra contém aproximadamente 1200 mg/kg
de calcio e 900 mg/kg de fosfato (RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2007a), ambos

os valores inferiores aos observados em leite de ovelha (Tabela 2).

Tabela 2. Composicédo mineral em leite de ovelha.

Mineral Teor (kg™)
Célcio (mg) 1950-2000
Fosforo (mg) 1240-1580
Potassio (mg) 1360-1400
Sédio (mg) 440-580
Cloretos (mg) 1100-1120
Magnésio (mg) 180-210
Relagéo Ca/P (mg) 1,3-1,6
Zinco (ug) 5200-7470
Ferro (uQ) 720-1222
Cobre (ug) 400-680
Manganés (ug) 53-90
lodo (uQ) 104
Selénio (ug) 31

(RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2008).

O leite possui proteinases enddgenas e a protedlise pode ocorrer no
proprio leite (plasmina e catepsina D) (PEREIRA et al., 2008; RAYNAL-
LJUTOVAC et al.,, 2007; SOUSA et al.,, 2001). A principal proteinase é a
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plasmina, que estd associada as micelas de caseina, e atua principalmente
sobre a B-caseina. A hidrélise da gordura lactea por lipases bacterianas pode
representar um problema para a industria lactea, quando sua implicacdo é o
sabor ranco no leite (RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2007).

2.2.1 Caseinas e Caseinatos

As caseinas sao uma familia de fosfoproteinas sintetizadas pelas
glandulas mamarias e secretadas como agregados coloidais grandes
chamados micelas (MC), que sdo responsaveis por muitas das propriedades
Gnicas deste alimento e o0s principais compostos protéicos do leite
(PITKOWSKI et al., 2008; GINGER & GRIGOR, 1999), representando em torno
de 80% do total das proteinas lacteas (FOX & BRODKORB, 2008; BRAGA et
al., 2006; WEST, 1986).

No leite, quase todas as caseinas (CN) presentes encontram-se
formando parte de micelas mais ou menos esféricas, que compreendem de 20
a 150.000 moléculas de CN (peso molecular médio de 2,5 x 10® g mol™)
(PITKOWSKI et al.,, 2008; MCGANN et al.,, 1980). As MC possuem um alto
contetudo de material inorganico (7g/100g CN) formado principalmente por ions
calcio e fosfato e estédo altamente hidratadas (3,7g H.O/g CN), porém somente
uma pequena parte desta agua esta unida as caseinas (0,59 H,O/g CN), o
restante estd encerrado dentro da micela (ALVAREZ et al., 2007,
KOROLCZUK, 1981). Este grau de hidratacdo das MC faz com seu diametro
médio varie de 80 a 680 nm (RISSO et al., 2007). A estrutura da micela de
caseina é similar em leite de ovelha, de cabra e de vaca, mas difere na

composicao, tamanho e hidratagdo (PARK, 2007).

As caseinas incluem quatro tipos de cadeias polipeptidicas principais
chamadas as;-CN, as-CN, B-CN e k-CN (Tabela 3), além de alguns derivados
formados por protedlise destas moléculas (ALVAREZ et al., 2008; FERREIRA
et al., 2006; WEST, 1986). Os quatro principais tipos de caseinas estédo
presentes no leite bovino em uma propor¢cdo de massa de cerca de 4:1:4:1,3
(as1:0s2:B:k) (BRAGA et al.,, 2006). Nenhum dos quatro tipos de caseinas
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possui uma estrutura secundaria muito organizada, somente a-hélice e folhas
de comprimento curto. Os grupos ionizaveis sdo acessiveis a titulacdo e outras
cadeias laterais sdo acessiveis a reacdo. Nem a reatividade de tais grupos,
nem a rotagcdo Otica, aumentam em presenca de agentes desnaturalizantes ou
sob o efeito do aquecimento. Portanto, a conformacgédo das caseinas € muito
semelhante a das proteinas globulares desnaturalizadas. O grande numero e a
distribuicdo uniforme dos residuos de prolina ajudam a evitar uma conformacéo

secundaria empacotada e ordenada (RISSO, 2004).

As principais cadeias de caseinas sao as mesmas no leite ovino, caprino
e bovino, sendo que o leite caprino possui menos proteinas e caseinas que o
leite ovino. Comparando com as caseinas ovinas, as caseinas caprinas contém
menos ds (ds; € Osz) € mais B e K-CN. O leite caprino também possui maior
proporcdo de nitrogénio ndo protéico, em relagdo ao ovino (RAYNAL-
LJUTOVAC et al., 2007a). Uma avaliacéo realizada por Moatsou et al. (2004),
avaliou as diferencas entre as caseinas de leite de ovelha em racas gregas e
observou a existéncia de uma variabilidade quantitativa, especialmente com
respeito aos grupos as- € B-CN. As caseinas de leite da raca Karagouniko
apresentaram os maiores contetdos de B-CN e as menores propor¢des entre
ds- € B-CN, enquanto as racas Frisarta e Chios apresentaram porcentagens
similares das caseinas individuais (MOATSOU et al., 2004).

Todas as cadeias de caseinas tém em comum a presenca de, ao
menos, um grupo fosfato por molécula, esterificado a residuos de serina e
ocasionalmente a treonina (ligacao éster-fosfato), caracteristica que nenhuma
das proteinas do soro possui (WEST, 1986). A presenca de residuos de
cisteina na seqiiéncia das cadeias de caseina é considerada um tanto rara,
exceto para as; € k-CN (Tabela 3). Os residuos cisteina estdo envolvidos na
formacdo de pontes dissulfeto entre moléculas, relacionadas com o
desenvolvimento de agregados de micelas de caseina (BOUGUYON et al.,
2006).
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Tabela 3. Comparacdo de caracteristicas estruturais das quatro caseinas em

leite ovino e bovino.

Ovina Bovina

Caseinas Aminoacidos® Cisteina® Sitios P° Aminoacidos® Cisteina® Sitios P°

0s1-CN 199 - 10/10 199 - 9/9
0s2-CN 208 37,41 17/13 207 36,40 17 /n.d.
B-CN 207 - 6/6 209 - 6/5
K-CN 171 10, 11, 88 5/3 169 11, 88 5/3

®Numero de residuos aminoacidicos da cadeia madura da proteina; *NUmero de
residuos de cisteina em caseinas; “NUumero de sitios de fosforilagdo (suposto /
confirmado); n.d.: ndo determinado. (BOUGUYON et al., 2006; PARK et al., 2007).

As caseinas (CN) no leite apresentam-se na forma de complexos
polidispersos contendo caseina e fosfato de célcio coloidal (FCC). O complexo
da caseina nativa € dissociado ap6s remocédo do FCC, produzindo uma mistura
de caseinas individuais (PITKOWSKI et al., 2008). O calcio coloidal em leite
pode ser definido como uma mistura de caseinato de calcio (contendo fosfato
organico) e fosfato de calcio (que é um fosfato inorganico). Contudo,
experimentalmente, estes dois tipos de célcio coloidal ndo sdo separaveis e
torna-se dificil calcular as quantidades de cada um isoladamente
(GAUCHERON, 2005).

As moléculas de caseina apresentam sensibilidade ao Ca**, sendo a
capacidade de unido a este cation um processo reversivel. Esta capacidade
cresce com o aumento do pH e a diminuicdo da forga idnica, com afinidade na
seguinte ordem: as;-CN > B-CN > k-CN. Devido a estas diferencas na
capacidade de ligacdo ao Ca** das diferentes caseinas, a k-CN tem um poder
maior de estabilizacao frente a precipitacao por este cation, em relacéo a as; e
a B-CN. Este poder é perdido apés a acdo da quimosina sobre a k-CN
(DICKINSON & STAINSBY, 1982; WALSTRA & JENNESS, 1984). As caseinas
do leite ovino s&o mais ricas em calcio que as do leite de vaca. O leite ovino é
muito sensivel a coagulacao, devido a maior propor¢cao B/as-CN, e 0 processo

de coagulacéo é mais rapido que no leite bovino (PARK, 2007).
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As caseinas possuem uma pronunciada tendéncia em associar-se e,
geralmente, tendem a auto-associacdo nas condi¢cbes de pH e de forca ibnica
do leite (FARREL et al.,, 2002). Os complexos sédo formados tanto em
presenca, quanto em auséncia de calcio, originando complexos com ampla
variedade de tamanho. A associacdo das caseinas em presenca de Ca®" é
muito mais importante, devido a sua aplicacdo ao sistema lacteo (FARREL et
al.,, 2002; MORA-GUTIERREZ et al., 1993a; FARREL et al., 1988). A k-CN
forma complexos estaveis, em presenca de calcio, tanto com a a-CN, como
com a B-CN (FARREL et al., 1993).

As caseinas precipitam a pH 4,6 e o FCC pode ser eliminado apos esta
precipitacdo em seu ponto isoelétrico e posterior lavagem (PITKOWSKI et al.,
2008). A caseina comercial, produzida por meio da precipitacdo acida, € uma
das principais proteinas com funcionalidade tecnolégica em alimentos
(SABADINI et al., 2006; ROMAN & SGARBIERI, 2005). Os métodos
tradicionais de fabricacdo de caseina promovem alteracbes quimicas
irreversiveis na estrutura da micela, por meio da acidificagcdo ou modificacdo
enzimética, a fim de facilitar a separacdo das proteinas coaguladas dos
constituintes do soro (ROMAN & SGARBIERI, 2005). S&o utilizados
procedimentos adicionais de centrifugacdo a baixas temperaturas e lavagem
com solventes para garantir a remocéo da gordura lactea residual (FERREIRA
et al., 2006). Os caseinatos podem ser preparados por subsequente elevacéo
do pH e dissolugcdo das caseinas precipitadas. Sdo chamados caseinato de
sédio ou caseinato de calcio, dependendo da solucdo utilizada na
neutralizagdo: hidréxido de sodio ou de calcio, respectivamente (ALVAREZ et
al., 2008; PITKOWSKI et al., 2008; SABADINI et al., 2006).

Caseinas e caseinatos sdo extensivamente usados na industria
alimenticia devido a suas propriedades fisico-quimicas, nutricionais e
funcionais (PITKOWSKI et al., 2008; ALVAREZ et al., 2007; RUIS et al., 2007,
BRAGA et al., 2006), sendo ingredientes utilizados na formulacdo de produtos
carneos, produtos lacteos, produtos de panificagdo, chocolates e confeitos,
coberturas comestiveis, bebidas lacteas e achocolatados, salgadinhos e

snacks, filmes comestiveis e impermeabilizantes (ROMAN & SGARBIERI,
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2005). O caseinato de calcio ndo é tao utilizado quanto o de sodio, devido a
sua limitada solubilidade (PITKOWSKI et al., 2008).

2.2.1.1 Propriedades e Estabilidade de Caseinas e Caseinatos

As propriedades coloidais das MC sdo em grande parte responsaveis
pela estabilidade dos produtos lacteos durante o aquecimento, concentracao e
armazenamento, bem como por seu comportamento em varias fases da
fabricacdo de queijos e iogurtes, e pelas propriedades reoldgicas dos
derivados lacteos acidos e concentrados. Além disso, as MC interagem com
as interfaces ar-agua e Oleo-4gua. Esta Ultima interagcdo é especialmente
importante, pois afeta propriedades como estabilidade e viscosidade dos
produtos homogeneizados (WALSTRA & JENNESS, 1984).

As MC sado notavelmente estaveis, ja que suportam altas velocidades de
centrifugacgéo, altas temperaturas e possuem facilidade para re-dispersar apos

a desidratacéo do leite em p6 ou granulos (RISSO, 2004).

As propriedades de gelificacdo e o comportamento caracteristico das
caseinas sao as bases da elaboracédo de queijos (BRAGA et al., 2006; RISSO,
2004). Na Tabela 4, sao apresentadas algumas propriedades das diferentes

CN consideradas mais relevantes para este processo.

Tabela 4. Propriedades das caseinas importantes na fabricacdo de queijos.

Caseina Porcentagem? Propriedades

-Fixa fortemente o Ca**
-Suscetivel de ser descomposta pelo coalho durante a

Gsl'CN 33 ~
maturacao

-Resiste a protease natural do leite, a plasmina
0s-CN 11 -Fixa fortemente o Ca**

-Parcialmente solavel em leite
B-CN 33 . . ~

-E atacada por plasmina, mas néo pelo coalho

-Estabiliza as particulas de CN, evitando a coagulagéo
K-CN 11 -Une-se as proteinas do soro durante o aquecimento

-E atacada pelo coalho

®Porcentagem em relagdo ao total de caseinas, em leite bovino (RISSO, 2004).
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As caseinas possuem atividade superficial de acordo com seu maior ou
menor carater anfifilico. Apresentam boa absorcdo em interfaces ar/agua ou
agua/dleo, com acao tensoativa (diminuicdo da tensdo interfacial). Contribui
para esta acdo, o fato de suas cadeias polipeptidicas serem relativamente
curtas, o que diminui sua facilidade para dispersar em interfaces. A B-CN em
interfaces encontra-se muito dispersa e estendida, devido a sua maior
flexibilidade e carater anfifilico, tornando-a melhor agente emulsificante e
espumante. Por outro lado, a k-CN tem a possibilidade de formar pontes
dissulfeto, apresentando uma estrutura mais resistente a dispersdo, com
possibilidade de agregar-se na interface, aumentando a viscosidade superficial

(estabilizante em emulsdes e espumas) (RISSO, 2004).

2.2.1.2 Agregacéo, Gelificacdo e Hidrolise de Caseinas e Caseinatos

As modificagbes estruturais nas MC estdo intimamente relacionadas
com sua estabilidade coloidal e, portanto, aos processos envolvidos com esta
estabilidade. As MC bovina sdo consideradas bastante estaveis (RISSO, 2004),
mas devido as diferengcas na composicdo bioquimica (mineralizacéo,
hidratacdo, interacbes protéicas), o leite de pequenos ruminantes apresenta
estabilidade coloidal baixa (RAYNAL-LJUTOVAC et al, 2007a).
Independentemente da estabilidade coloidal de cada tipo de leite, existem
diversas formas de induzir a agregacdo das MC, entre as mais importantes
estdo:

- Quimosina ou outras enzimas proteoliticas: a quimosina contida no
coalho bovino é a enzima utilizada com mais frequéncia. As proteinases
gastricas obtidas de cabritos e cordeiros foram tradicionalmente
utilizadas na producéo de queijos, sendo ainda usadas para alguns tipos
de queijos da Itélia, Franca e Espanha (TRUJILLO et al., 2000). As
flores do cardo (Asteraceae) sdo uma fonte rica de peptidases, sendo
bastante utilizadas na manufatura de queijos tradicionais da Peninsula
Ibérica (CAVALLI et al., 2008; SOUSA et al.,, 2001). A coagulacéo
enzimatica, fase fundamental na fabricacdo do queijo, é o resultado da

desestabilizacdo das MC pelo desprendimento da porgcéo hidrofilica da
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K-CN, catalisada pela quimosina, conhecida como a primeira etapa da
hidrolise (RISSO et al., 2007; GATTI et al., 1996). A clivagem catalisada
pela quimosina ocorre na ligacdo peptidica Phe(105)-Met(106) da k-CN
e, como dito anteriormente, a por¢do hidrofilica da proteina € removida
da superficie da micela e ocorre sua desestabilizacdo (PEREIRA et al.,
2008; RISSO et al., 2007; VASBINDER et al.,, 2003; SOUSA et al.,
2001). Em seguida, é produzida a segunda etapa de agregacdo
espontanea das MC parcialmente proteolisadas, na qual participam
diferentes tipos de interacao: forcas de Van der Waals, pontes salinas,
interacdes hidrofébicas e pontes de fosfato de calcio coloidal (WALSTRA
& VLIET, 1986). Assim que todas as MC tenham floculado, forma-se um
gel tridimensional que termina na formacdo de um coagulo que sofre
retracdo, expulsando liquido, na ultima etapa conhecida como sinerese
(RISSO, 2004);

- Acidos: desestabilizam as micelas por diminuicdo da carga elétrica até
alcancar o ponto isoelétrico. Ao mesmo tempo, a acidez do meio
aumenta a solubilidade dos minerais de forma que o calcio e o fosfato
micelares gradualmente solubilizam-se na fase aquosa (RISSO, 2004).
As MC desintegradas e as CN precipitam e a agregacao ocorre como
resultado de interacdes hidrofébicas (RISSO et al., 2007; RISSO, 2004).

A velocidade de floculacao € afetada por vérios fatores, alguns dos mais
estudados sao: a fracdo de k-CN que se divide, a temperatura, a atividade do
Ca?*, o fosfato de célcio coloidal e o pH. O leite que possui maior proporcéo de
K-CN coagula mais lentamente, entretanto, como o conteudo desta CN e o
tamanho micelar estdo relacionados, é dificil estabelecer a causa primaria
disto. A energia de ativagdo aumenta muito ao diminuir a temperatura. Além
disso, a temperatura aumenta a repulsdo causada por cadeias sobressalentes
de B-CN e diminui a atracdo de van der Waals. A atividade do Ca*' esta
relacionada com a velocidade, j4 que a floculacdo ocorre em contetudos de
calcio de 1,5-2,0 mM ou maiores. Quanto menor € o contetdo de fosfato de

calcio micelar, maior é a atividade do Ca*" necessario para causar a
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agregacdo. Ja o pH afeta a atividade do Ca?* e a quantidade de fosfato de
calcio micelar (RISSO, 2004).

A coagulacdo acida das caseinas promove uma interacdo proteina-
proteina, muito importante na fabricacdo de produtos lacteos. Dois importantes
processos de acidificacdo poderiam ser distinguidos, sendo um por culturas
bacterianas e o outro por reagentes quimicos, tais como glucono-d-lactona
(GDL) (BRAGA & CUNHA, 2004). No processo tradicional, o leite € acidificado
por bactérias, as quais fermentam a lactose a acido lactico. O segundo
processo que tem ganhado espaco na industria alimenticia € a acidificacédo
direta. A adicdo de GDL, por exemplo, evita algumas dificuldades associadas
ao uso de bactérias iniciadoras, tais como atividade variavel e alteragcdo com o
tipo de cultura utilizada. GDL € um éster que hidrolisa espontaneamente para
formar &cido glucénico e, durante a gelificagcdo com GDL, o pH final do sistema
€ uma funcdo da quantidade adicionada deste composto, enquanto as
bactérias iniciadoras produzem acido até que sejam inibidas pela diminuicao de
pH (BRAGA et al., 2006).

A gelificacdo &cida das proteinas lacteas € importante durante o
processamento de produtos, tais como sobremesas similares ao iogurte
(PUGNALONI et al., 2005). A estrutura de gel é formada durante a acidificagédo
do leite/caseinato como resultado da dissociacdo e agregacao das fracdes de
caseina (moléculas, submicelas ou micelas) (BRAGA et al.,, 2006), ao
aproximar-se ao ponto isoelétrico destas moléculas (DICKINSON & MATIA-
MERINO, 2002). Os géis acidos de caseina podem ser formados por uma
variedade de particulas primarias, variando desde moléculas de proteina
isoladas ou oligbmeros de proteina (nanoparticulas de caseinato), até
particulas de caseina micelares nativas ou goticulas de emulsdes estabilizadas
por caseina (PUGNALONI et al., 2005). Durante a acidificacdo, as goticulas de
Oleo recobertas e as caseinas que as estabilizam permanecem juntas, levando
a formacédo de uma estrutura de rede particulada, que pode ser caracterizada
por suas propriedades reolégicas (DICKINSON & MATIA-MERINO, 2002).
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As condi¢cBes do processamento, como o tratamento térmico e as forgas
mecanicas (pressdo e cisalhamento), tém influéncia sobre a estabilidade e
podem provocar a separacdo de fases em géis (BRYANT & MCCLEMENTS,
2000). A rede do gel de caseina pode apresentar sinerese, em funcdo da
contracdo do gel, mesmo sem a aplicagdo de uma forca externa (BRAGA &
CUNHA, 2005). A capacidade de retencao de agua foi avaliada em um estudo
com géis de caseinato e com acidificacdo por GDL. A relacdo GDL/caseinato
utilizada teve um efeito significativo sobre as propriedades de firmeza do gel,
sendo que a acidificacdo lenta produziu uma rede mais interconectada e firme,
provavelmente devido ao extensivo rearranjo ou a reorganizacao dentro dos

segmentos durante este processo (BRAGA et al., 2006).

O leite de pequenos ruminantes possui menor estabilidade coloidal, o
que leva a um menor tempo de coagulagdo e a um menor impacto do
tratamento térmico sobre este parametro, ocasionando ainda uma estabilidade
reduzida sobre tratamentos térmicos extremos, em comparacao ao leite bovino
(RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2007a). A coagulacéo lenta durante a producao de
queijo podera acarretar problemas na retengcédo de soro pela massa, afetando
diretamente sua atividade de agua e conseqguentemente as rea¢des quimicas e
enzimaticas durante a maturacdo. Além disso, acarretardo produtos mais ou
menos umidos do que os esperados, e possiveis deformacdes no interior e na
casca (PARK, 2007).

A reologia representa as propriedades de ambos os alimentos solidos e
liguidos, onde a textura € a reologia relacionada a alimentos solidos e a
viscosidade € a reologia de alimentos fluidos (PARK, 2007). A reologia é uma
ferramenta poderosa para analisar as diferentes etapas envolvidas na
coagulacéo do leite e formacédo do gel, e para avaliar a textura do produto final
(PARK, 2007; BRAGA et al.,, 2006). As propriedades mecanicas, tais como
estresse e tensao a fratura, podem fornecer informacfes sobre a textura do
alimento (BRAGA et al., 2006; BRAGA & CUNHA, 2004), sendo que autores
propbe a utilizagdo de métodos reoldgicos para avaliar os elementos
mecanicos de textura de produtos alimenticios, como nos lacteos (BRAGA et
al., 2006). A caseina é uma das proteinas importantes para a constituicdo da
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estrutura e para as propriedades macroscopicas de produtos alimenticios,
através da formacéo de espumas, emulsdes ou géis. O estudo da morfologia,
caracteristicas fisico-quimicas e interacdes entre grupos de proteinas séo
relevantes para o desenvolvimento de materiais para uso alimenticio (RISSO et
al., 2007).

Os geéis de caseinas sao 0s principais responsaveis pelas propriedades
reologicas do queijo e de outros produtos lacteos, independentemente da
espécie animal que produziu o leite. Em leite fluido normal, a viscosidade é
afetada pelo estado e concentragdes da gordura e proteina, temperatura, pH e
vida de prateleira do leite (PARK, 2007). Os leites de ovelha e de cabra
possuem as mesmas proteinas que o leite de vaca, mas suas proporcoes e
polimorfismos genéticos diferem amplamente, o que explica as diferencas na
coagulacdo e as variagcbes reoldgicas consideraveis na producdo de queijo
(PARK., 2007). As diferentes estruturas coloidais formadas pelas caseinas
levam as diferencas nas caracteristicas do produto, sendo que estas variagdes
podem ser conduzidas por alteracdes nas condi¢cdes de processamento, como

a temperatura aplicada durante a formacao do gel (RUIS et al., 2007).

Os fatores mais importantes sobre a formacédo da estrutura da coalhada
acida sao conteudo de caseina, pH e conteudo de célcio no leite. Em pH baixo,
o calcio é progressivamente dissociado da micela de caseina. Somando-se a
isto, a neutralizacdo das cargas negativas da caseina favorece sua ampla
agregacéo e a fusdo das micelas, que tendem a formar um gel. Em pH 4,6, a
rede de caseina é formada e os demais componentes sdo retidos em seu
interior (FOX & BRODKORB, 2008; PARK, 2007). Os tempos de coagulacao de
gueijos produzidos com leite de ovelha sdo menores em pH mais baixo. A
interferéncia deste parametro sobre a textura do queijo € particularmente
importante, devido as mudancas no pH estarem diretamente relacionadas com

as mudancas na rede protéica presente na coalhada (PARK, 2007).

A influéncia de outros parametros, como atividade de agua e conteudo
de sal, sobre as propriedades reolégicas do queijo € indireta. Altos niveis de sal

aumentam a pressao osmatica, que retira quantidades significativas de agua
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ligada a estrutura da caseina. Por outro lado, uma atividade de 4gua menor
resultaria em atividade proteolitica reduzida no queijo durante a maturacao
(PARK, 2007).

Uma grande variedade de alimentos contém caseinatos e agucares de
baixo peso molecular, como sorvetes, iogurtes, caramelos, licores cremosos e
leite achocolatado. As interacdes entre estes componentes sdo de fundamental
importancia para a funcionalidade da proteina, bem como para a reologia,
estabilidade e estrutura geral dos produtos (PUGNALONI et al.,, 2005;
BELYAKOVA et al., 2003). A sacarose, em patrticular, causa varias alteracées
nas propriedades funcionais da caseina como: um aumento na solubilidade do
caseinato de sodio, em pH préximo ao ponto isoelétrico da proteina; um
aumento na atividade superficial de caseinato de sédio na interface ar/agua;
um aumento substancial na capacidade do caseinato de s6dio em formar gel
(BELYAKOVA et al., 2003). Através de estudos, tem sido revelada a existéncia
de uma aparente relacao entre os efeitos da sacarose sobre a auto-associacao
do caseinato de sédio e um marcado aumento da viscoelasticidade de géis de
caseina formados por acidificagdo (BRAGA & CUNHA, 2005; BRAGA &
CUNHA, 2004; BELYAKOVA et al., 2003).

A extensdo da associacdo protéica, em presenca de sacarose, € um
fator chave e contribui para o balanco hidrofilico/hidrofobico da superficie da
proteina. Portanto, a afinidade das submicelas de caseinato com o0 meio
aquoso é favorecida, observando-se a dissociacdo destas submicelas e uma
microestrutura mais homogénea dos géis protéicos na presenca de sacarose
(BELYAKOVA et al.,, 2003). A adicdo de acUcar acarretou a diminuicdo do
tempo de gelificacdo e aumentou substancialmente o médulo elastico de géis
emulsificados e géis protéicos, com caseinato, especialmente em altas
relacBes acucar/proteina (DICKINSON & MATIA-MERINO, 2002). A avaliacao
da microestrutura de géis de caseinato demonstrou que estes apresentam uma
rede mais firme com o aumento do contetdo de sacarose em sua cCOmpoSi¢ao.
Em altas concentra¢cdes do agucar, nenhum rearranjo significativo na rede
parece acontecer apés o gel ter sido formado, mesmo com 0 progresso da

acidificacdo. O mesmo nédo havia sido observado em auséncia de sacarose,
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onde a rede de nanoparticulas de caseinato apresentou grandes poros e com
tendéncia ao rearranjo, a medida que o pH foi reduzido a valores abaixo do pl
(PUGNALONI et al., 2005). As alteracbes reoldgicas e microestruturais
combinadas, observadas nos géis com caseinato e sacarose, podem ser
explicadas pela dissociacédo dos agregados de caseinato em valores de pH >
pl, e por uma intensificacdo da resisténcia das interacdes caseina-caseina sob
influéncia da sacarose (PUGNALONI et al., 2005).

A protedlise € um evento bioquimico importante, que proporciona
impacto sobre o sabor e a textura da maioria dos tipos de queijo e de outros
produtos lacteos (RAYNAL-LJUTOVAC et al.,, 2007a; SOUSA et al., 2001). A
protedlise € causada por agentes provenientes de diferentes fontes: coagulante
residual (normalmente quimosina); enzimas lacteas enddgenas, provenientes
de microbiota iniciadora, n&o iniciadora ou, em alguns tipos de queijos,

secundaria (ex.: Penicillium sp. ou Propionibacterium) (SOUSA et al., 2001).

A protedlise contribui para: alteracdes na textura do queijo, devido ao
rompimento da rede protéica; diminuicdo da a,, através da ligacdo da agua por
liberacdo de grupos carboxil e amino; aumento no pH, particularmente na
superficie de queijos maturados por bolores, o que facilita a liberacdo de
compostos sapidos durante a mastigacdo. Isso contribui diretamente para o
sabor desejado ou indesejado (ex.: amargor) no queijo, através da formacéo de
peptideos e aminoacidos livres. Ocorre ainda, a liberagdo de substratos para
reacfes catabdlicas secundérias, tais como transaminagdo, desaminacao,
descarboxilacdo, dessulfuracdo, catabolismo de aminoacidos aromaticos e

reacOes dos aminoacidos com outros compostos (SOUSA et al., 2001).

A hidrélise enzimatica das proteinas é frequentemente utilizada para
melhorar as propriedades funcionais e nutricionais de proteinas alimenticias. O
uso de presséo hidrostatica durante o processo pode alterar a proteolise e levar
a diferentes peptideos, que podem ter reducédo no sabor amargo, melhorar as
propriedades emulsificantes, ou causar menos reacfes alérgicas. Em geral,
pressdo combinada a protedlise pode ser uma ferramenta Gtil, quando porc¢des
hidrofébicas da proteina necessitam ser acessadas (BRUINS et al., 2009).
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2.3Producao de Leite Ovino
2.3.1 Fatores Relacionados a Producéo de Leite

A espécie, a raca do animal, o melhoramento do rebanho e o sistema de
producdo empregado interferem diretamente sobre a composi¢do fisico-
quimica do leite e em sua contaminagcao microbiolégica (STUBBS et al., 2009;
RAYNAL-LJUTOVAC et al.,, 2008; LEUTHIER et al., 2003; MENDIA et al.,
2000). Alguns fatores derivam diretamente do animal, como a idade, o
momento da lactancia, o numero de partos e de cordeiros gerados, e outros
podem ser controlados como a tosquia e 0 uso de antibiéticos (BUSETTI, 2006;
MENDIA et al., 2000). A escolha dos animais e 0 manejo destes devem ser
acompanhados por especialistas, para garantir um rebanho saudavel, um leite
de qualidade e a obtencdo do queijo desejado (LEUTHIER et al., 2003). No
caso de queijos com Denominacao de Origem Protegida, deve ser considerada
ainda a localizacao geografica (FREITAS & MALCATA, 2000).

A racdo utilizada deve conter os nutrientes necessarios ao bom
desenvolvimento do animal e para que a produtividade ndo seja comprometida;
contribuir para teores adequados de proteina, gordura e calcio no leite; ndo ser
fonte de residuos de pesticidas e micotoxinas, que poderdo ser contaminantes
do leite (MORAND-FEHR et al., 2007). A avaliacdo de composi¢cédo das dietas
de ovelhas e cabras observou que uma alimentacéo rica em fibras resulta em
leite com altos teores de lipidios. Os leites apresentaram-se ricos em acidos
graxos, vitaminas e compostos volateis, como terpenos e outros relacionados
com sabor e aroma. As racdes ricas em silagem de milho e ragcbes com baixa
relacdo entre forragem e suplementos concentrados levaram a reducdo da
qualidade do leite e do queijo, resultando em baixos conteddos de gordura,
pasta granular e baixa uniformidade no queijo (MORAND-FEHR et al., 2007).

Outros cuidados importantes sao evitar mastites e observar as variagdes
sazonais para evitar perdas no produto final (JAEGGI et al., 2003). A saude do
animal em geral e da glandula mamaria afetam a quantidade e a qualidade do
leite produzido (BUSETTI, 2006), sendo que a infec¢do intramamaria em
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ovelhas, mesmo restrita a niveis subclinicos, afeta negativamente a producéo
de leite (LEITNER et al., 2004).

A contagem de células somaticas (CCS) € utilizada como indicativo da
saude do rebanho e dos animais individualmente (ANDRADE et al., 2001;
JAEGGI et al.,, 2003), compreendendo células de defesa do organismo e
células epiteliais de descamacéo. Somente 10% das mesmas correspondem a
células da glandula mamaria, enquanto os 90% restantes sdo células do
sangue, como macrofagos, linfécitos e neutrofilos. S&o células que
normalmente contribuem as defesas imunoldgicas da glandula mamaria, porém

seu numero aumenta consideravelmente na mastite (BUSETTI, 2006).

Um estudo com ovelhas da raca Israeli-Assaf observou que a producéo
de leite, nos animais com Ubere infectado por Staphylococcus coagulase-
negativa, foi significativamente diminuida em relacdo aos animais né&o
infectados. Os valores observados foram de 0,36 kg/ordenha e 0,76
kg/ordenha, respectivamente (LEITNER et al., 2004). Contagens de células
somaticas superiores a 1.600.000 células / mL reduziram em 21% a producéo
de leite por cabras. Nestes animais, observou-se aumento na CCS do meio
para o final da lactacdo (ANDRADE et al., 2001). Yamaki et al. (2004)
verificaram que 65% das amostras de leite de ovelha analisadas apresentaram

contagens entre 0,5 x 10° e 1,5 x 10° células/mL.

2.3.2 Parametros Microbioldgicos em Leite de Ovelha

A sanidade do leite € muito importante, pois garante a seguranca do
consumidor e as caracteristicas adequadas ao produto. Sabe-se que a
microbiota do leite é necessaria para a producdo de queijos tradicionais, por
isso a opg¢do por utilizar leite cru. Porém, a contaminacdo elevada da matéria-
prima, por microrganismos indesejados, afeta sua composicéo e influencia o
crescimento das bactérias desejadas no processo de maturacao dos queijos, ja
que havera competicdo pelos nutrientes, alterando atributos de qualidade do
produto (cor e textura alteradas, odores estranhos, sabor desagradavel,
alteracdo da composicdo nutricional, producdo de gas). Existem ainda dados

relacionados a protedlise intensa no queijo, podendo inclusive ser devido a
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presenca excessiva das proprias bactérias lacticas (PEREIRA et al., 2008;
RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2007b).

Os microrganismos patogénicos contaminantes do leite cru podem ter
origem fecal ou por excrecédo direta através do ubere (MUEHLHERR et al.,
2003; JAY, 2000). Considerando que o leite ndo pasteurizado de ovelha e de
cabra é utilizado na producéo de queijos e que criangas com intolerancia ao
leite de vaca s&o consumidores destes produtos, a possibilidade de

contaminacgao torna-se ainda mais preocupante (MUEHLHERR et al., 2003).

O leite cru mantido em temperaturas de refrigeragdo mostra a presenca
de varias bactérias dos seguintes géneros: Enterococcus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Microbacterium, Oerskovia,
Propionibacterium, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Bacillus e Listeria,
bem como os que fazem parte do grupo coliforme. Estudos revelaram a
presenca de psicrotroficos formadores de esporos e micobactérias em leite cru,
como Bacillus spp. e Clostridium psicrotréficos (JAY, 2000). A protedlise pode
ser atribuida as bactérias psicrotroficas, sendo que estes microrganismos séo a
microbiota dominante durante o armazenamento de leite resfriado, transporte e
estocagem. A bactéria mais conhecida por causar a protedlise em
temperaturas de refrigeracdo € a Pseudomonas (RAYNAL-LJUTOVAC et al.,
2007).

Um estudo avaliou fazendas produtoras de leite de ovelha, na Franga.
Foram coletadas amostras de queijos produzidos artesanalmente, de leite nos
tanques de armazenamento, de leite de animais com lesdo no ubere, de
abscessos destes animais, de méos e fossas nasais dos fazendeiros, e do ar
na area de ordenha. Dentre as amostras de leite, 5,5% foram positivas para
Staphylococcus aureus. Em sete fazendas foi isolado S. aureus do ar durante a
ordenha, e em oito delas a partir das fossas nasais dos fazendeiros (VAUTOR
et al., 2003).

Um estudo realizado na Suica avaliou a qualidade de leites crus de
ovelha e de cabra. Nao foram observadas diferengas significativas nas

contagens totais de mesdfilos e dos grupos de colifomes totais e fecais, entre
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as amostras de leite de ovelha e de cabra. A avaliagéo utilizou os parametros
fixados pela Comunidade Européia (Council Directive 92/46/EEC) e observou-
se que 81% das amostras de leite de ovelha analisadas apresentaram valores
inferiores ao limite permitido para contagem total de meséfilos (5x10°UFC/mL)
em leite que ndo serd submetido ao tratamento térmico. Os demais resultados
observados em leite de ovelha foram: deteccdo de Enterobacteriaceae em
71,4% das amostras; Staphylococcus aureus em 33,3%; Campylobacter spp. e
Salmonella spp. ndo foram isoladas em nenhuma das amostras; toxina Shiga
produzida por Escherichia coli (STEC) foi detectada, por PCR, em 12,7%; teste
presuntivo para Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP),
realizado por PCR, evidenciou presenca em 23,8% das amostras de leite de
ovelha. Segundo os autores, estes resultados evidenciaram a necessidade de
profissionais para gerenciamento da qualidade e da higiene nas propriedades e
auxiliardo no desenvolvimento de padrdes de qualidade proprios para a Suica
(MUEHLHERR et al., 2003).

Os resultados mais preocupantes obtidos neste estudo com leite na
Suica sdo para STEC, em funcéo de a dose infectiva minima ser muito baixa, e
para MAP, ja que causa doenca cronica intestinal nos animais e ha relatos de
que sobrevive ao processo de pasteurizagdo (MUEHLHERR et al., 2003). Um
grande numero de sorogrupos de STEC (026, 091, 0103, 0111, 0118, 0145,
0157 e 0166) tem causado os principais surtos e casos esporadicos de
doencas em humanos, desde diarréias leves até sindrome urémica hemolitica.
Na maioria dos casos, infec¢cdes por STEC foram atribuidas ao consumo de
produtos lacteos ou carne moida contaminados. Portanto, o gado leiteiro pode
ser considerado um risco significativo & saude humana (HUSSEIN & SAKUMA,
2005). O Staphylococcus aureus foi encontrado na pele e nas mucosas das
ovelhas e em queijos produzidos com leite cru contaminado. Uma populacéo
inicial de 10°UFC/mL no leite pode ser suficiente para a producdo de

enterotoxina A em queijos, em niveis detectaveis (ARQUES et al., 2005).

A presenca de residuos de antibidticos pode desencadear reacgdes
alérgicas em consumidores suscetiveis, além de inibir o crescimento das

bactérias lacticas necessarias para o processo de maturacdo do queijo. A
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presenca de outros residuos quimicos, utilizados como conservantes,
sanitizantes ou presentes nas racoes, pode apresentar efeitos inibitérios para a
microbiota favoravel a maturacdo do queijo. Apés o0 tratamento com
antibiéticos, devem ser observados os periodos de ndo utilizagdo do leite, para
evitar a presenca destas substancias no leite, o que afetaria a microbiota do
leite e inibiria a presenca das bactérias lacticas durante a maturacéo do queijo
(YAMAKI et al., 2004).

2.3.3 Parametros Fisico-Quimicos em Leite de Ovelha

Os parametros de qualidade avaliados em leite estdo vinculados as
exigéncias da legislacéo vigente. Considerando-se os parametros de qualidade
do leite cru, estdo incluidos matéria gorda, densidade relativa a 15T, acidez
titulavel em acido latico, extrato seco desengordurado, indice crioscopico
maximo e proteinas. Além disso, existem testes para controle diario de

qualidade do leite cru refrigerado na propriedade rural (BRASIL, 2002a).

As enzimas presentes no leite podem ser inativadas por tratamentos
térmicos e sdo usadas como indicativo da efetividade destes processos (ex.:
pasteurizacdo), testando-se, por exemplo, a atividade da enzima fosfatase
alcalina. Os conteudos de fosfatase alcalina, porém, variam entre as espéecies,
sendo de 8300-17300 ug de fenol/mL em leite de ovelha, de 115-1300 ug de
fenol/mL em leite cabra e de 1800-4750 ug de fenol/mL em leite de vaca.
Aparentemente, os conteudos desta enzima ndo estdo relacionados ao
conteaddo de gordura no leite, e sim unicamente a espécie (RAYNAL-
LJUTOVAC et al., 2007a).

A avaliacdo de qualidade da gordura lactea pode auxiliar a prevenir o
dano lipolitico em leite. A lipdlise lactea é a hidrélise dos &cidos graxos a partir
dos triglicerideos presentes no glébulo de gordura. A lipélise espontanea em
leite fresco € causada principalmente pela atividade das lipases nativas do leite
e pode ser estimulada por agitacdo, formacdo de espuma ou mudancas de
temperatura. Paradmetros como conteddo de gordura, formacgdo natural de

creme (“creaming”) e teor de acidos graxos livres podem ser utilizados para
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avaliar a qualidade da gordura lactea. Além destes, o didmetro médio do
glébulo de gordura (D), o diametro medio superficie-volume (D32), a area
superficial do globulo e a distancia interglobular média sdo usados na avaliacéo

da distribuicdo de tamanho no glébulo de gordura lactea (ABENI et al., 2005).

A separacao da gordura lactea de forma natural pode ser chamada de
formacdo de creme ou “creaming” macroscoépica da emulsdo. A formacao de
creme natural pode ser avaliada apos aspiracdo da gordura que fica na
superficie do leite, calculando-se a porcentagem de gordura separada pela
diferenca entre o conteudo de gordura antes e ap0s o0 “creaming” natural
(ABENI et al., 2005).

A atividade de ions no leite é afetada pela presenca de “quelantes”, por
exemplo, as caseinas. A associacao entre degradacdo da caseina e reducéo
na atividade de calcio pode ocorrer pela exposi¢do de grupos fosfoserina, que
normalmente estdo internos nas micelas de caseina (GUERZONI et al., 1999;
LEITNER et al., 2004), e sdo os responsaveis pelas propriedades da caseina
de “quelar” calcio. A degradacdo da caseina ocorre na glandula mamaria
durante os intervalos entre as ordenhas e a verificacdo deste fenbmeno pode
utilizar como indicador a medida da atividade de calcio, considerada uma
metodologia rapida e acessivel (LEITNER et al., 2004).

A contagem de células somaticas esta inversamente relacionada com a
qualidade do leite, atuando diretamente sobre suas propriedades fisicas e
quimicas (RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2007b). Os valores aumentados estédo
geralmente relacionados com um processo inflamatério, devido a presenca de
uma infec¢do intramamaria, ou com condicdes nao patolégicas, tais como
estro, lactacdes avancadas ou sazonalidade (PAAPE et al.,, 2007; RAYNAL-
LJUTOVAC et al., 2007b).

Uma reviséo realizada por Raynal-Ljutovac et al. (2007b) apresentou as
principais alteracdes na parametros fisico-quimicos de leite de ovelha
observadas com valores aumentados para CCS. Segundo os estudos, de uma
maneira geral, foram observados nos leites a elevacdo do pH e diminuicdo nos

conteudos de sélidos totais, lactose e gordura. Os resultados para proteinas
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totais em leite foram contraditorios, mas a maioria apresentou diminuicdo na
relacdo caseina / proteina total e elevacéo do teor de proteinas no soro, o0 que
afetara diretamente o rendimento de queijo produzido. Em queijos produzidos
com leite de ovelha ou de cabra com altas CCS, observaram-se aumentos nos
tempos necessarios para coagulacdo e para obtencdo da firmeza no coagulo,
perdas no rendimento, elevacédo nos conteddos de agua, maior intensidade de
protedlise e lipdlise, e perda da qualidade sensorial (RAYNAL-LJUTOVAC et
al., 2007b).

Nos Estados Unidos, pais onde o consumo de leite ovino tem
aumentado, a contagem de células somaticas foi realizada para avaliar o
impacto sobre a qualidade do queijo produzido com leite cru de ovelha. Apdés a
analise de CCS, os leites foram classificados em grupo | (abaixo de 100.000
células/ mL), grupo Il (100.000 a 1.000.000 células/mL) e grupo lll (acima de
1.000.000 células/mL). A producdo do queijo utilizou o protocolo para queijo
Manchego e observou-se que 0 aumento na contagem estava inversamente
relacionado com a qualidade do queijo. Os teores de caseina e gordura foram
menores no grupo lll, e os teores de umidade mostraram-se aumentados neste
grupo (JAEGGI et al., 2003). Resultados semelhantes foram citados por Leitner
et al. (2004). As baixas contagens de CCS em leite de ovelha ou de cabra
demonstraram que € possivel recuperar 4% a mais de proteina durante a
fabricagdo do queijo, em relagdo ao leite com altas contagens (RAYNAL-
LJUTOVAC et al., 2007b).

2.4  Producéo de Queijo de Leite de Ovelha

A elaboracgao de queijo pode ser descrita como um processo de remogao
de agua, lactose e alguns minerais do leite para produzir um concentrado de
lipideos e proteinas lacteas. Os ingredientes essenciais para 0 queijo sdo o
leite, a enzima coagulante (coalho), culturas bacterianas e sal (RISSO, 2004).
O coalho modifica as caseinas, através da hidrolise, e faz com que as
proteinas lacteas agreguem-se, num processo chamado floculacdo ou
agregacdo (MOATSOU et al.,, 2004; RISSO, 2004). Finalmente, o leite

transforma-se em um gel semi-rigido. Ao cortar este gel em pequenas pecas, 0
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soro, formado principalmente por agua e lactose, separa-se da coalhada num
processo chamado sinerese. Estas sdo as etapas da fase fundamental no
processo de elaboracdo conhecido como coagulacdo enzimatica (RISSO,
2004).

Os objetivos principais a alcancar na fabricacdo do queijo sédo: (1) Obter
a composicao otima em relacédo a umidade, acidez /pH e conteudo de lipideos,
proteinas e minerais; (2) Estabelecer a correta estrutura do queijo; (3)
Conseguir, a partir dos anteriores, a maturacdo adequada ao produto. Estes
objetivos sao alcancados pelo controle e/ou variagdo nas etapas iniciais do

processo de fabricagéo do queijo.

A maioria dos queijos € produzida a partir da fermentacao lactea do leite.
Em geral, o processo de fabricacdo consiste em duas etapas importantes: o
leite € preparado e inoculado com bactérias lacticas iniciadoras apropriadas,
sendo que a cultura iniciadora produz &cido lactico e com a adicdo de renina,
inicia-se a formacdo da coalhada; a coalhada passa por corte e prensagem,
seguida por adicdo de sal e, no caso de queijos maturados, o processo de

maturacgéao € realizado nas condi¢cdes adequadas a cada queijo (JAY, 2000).

Existem mais de 400 variedades de queijos, representando pelo menos,
20 tipos distintos, que estdo agrupados ou classificados de acordo com a
textura ou contetudo de umidade, se sdo maturados ou ndo, e se o processo de
maturacdo envolve bactérias ou bolores. As trés classifica¢cdes de textura séo
duro, semi-duro ou mole. Dentre os queijos duros, encontram-se Cheddar,
Provolone, Romano e Edam, sempre maturados por bactérias, em periodos de
2 a 16 meses. Queijos semi-duros incluem Muenster e Gouda, com maturacéo
por bactérias, por 1 a 8 meses. Os queijos azuis e o Roquefort sdo dois
exemplos de queijos semi-duros maturados por bolores, de 2 a 12 meses, e
tradicionalmente devem ser produzidos com leite de ovelha. O queijo Limburger
€ um exemplo de um mole maturado por bactérias, e Brie e Camembert séo
gueijos moles maturados por bolores. Entre os ndo maturados, estdo o cottage,
o “cream cheese” e o Neufchatel (JAY, 2000). Os queijos da Peninsula Ibérica

com Denominacdo de Origem Protegida (PDO) sao classificados de acordo
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com a textura do queijo, tipo de leite e raca do animal, tipo de coagulante
utilizado e a regido de origem (FREITAS & MALCATA, 2000). Os queijos
italianos tradicionais incluem ainda o tipo de cultura iniciadora utilizada e o
tempo de maturacdo (SIRAGUSA et al.,, 2007; RIZZELLO et al.,, 2005; DE
ANGELIS et al., 2001).

Os equipamentos que entram em contato com o produto devem ser de
materiais inertes e passiveis de serem submetidos a limpeza e desinfeccdo. Os
produtos de higienizacdo podem ser selecionados através das orientacdes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo que a utilizacao de
produtos com acao antimicrobiana para indastria alimenticia abrange uso em
objetos, equipamentos e superficies inanimadas e ambientes onde se da o
preparo, consumo e estocagem dos géneros alimenticios (BRASIL, 2007). A
observacdo e implementacdo de procedimentos de Boas Praticas de
Fabricacédo (BPF) (BRASIL, 2002b) e dos Procedimentos Operacionais Padréo
(POP) (BRASIL, 1997; BRASIL, 2002b) também tém influéncia direta sobre a
qualidade e inocuidade do produto final. A implantacdo de BPF, Procedimentos
Padréo de Higiene Operacional (PPHO) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC) contribuem para evitar variagdes na composi¢ao do leite.
Com estas acbes, combinadas ao treinamento adequado da equipe de
trabalho, poderiam ser reduzidos ou até eliminados os riscos de alteracdes no

leite e nos queijos produzidos.

A qualidade do queijo produzido esta relacionada com a qualidade
matéria-prima. As fontes de contaminacdes externas, provenientes dos
animais, dos manipuladores, dos utensilios ou equipamentos, sao as primeiras
a serem evitadas, pois serdo contaminantes fisicos no produto e influenciaréo
em sua contaminagdo microbiologica. A escolha dos animais e 0 manejo
adequado do rebanho terdo influéncia direta sobre a qualidade da matéria-
prima, pois determinam a composicao fisico-quimica do leite e a reducdo de
contaminantes. A localizacdo geogréfica seria também um atributo para

garantir a qualidade de um queijo com PDO.
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2.4.1 Etapas do Processamento do Queijo

O queijo Fascal é considerado o primeiro queijo de leite de ovelha
desenvolvido no Brasil. A partir do fluxograma do processo de fabricacdo deste
queijo (Figura 1) e a partir da consulta a literatura (CURI & BONASSI, 2007;
FALLICO et al.,, 2006; MACHADO et al., 2004), sdo apresentadas as etapas

utilizadas na producéo de queijo de leite de ovelha.

ORDENHA MECANIZADA
4

RESFRIAMENTO DO LEITE
(méximo 4<)
4

AQUECIMENTO
(31<C/30 min, cultura iniciadora
comercial)

4

COAGULACAO
(coalho bovino, 31C/20 min)

4

CORTE DA COALHADA
(em cubos - 1 cm)

4

DESSORAMENTO
(40 min)

4

ADICAO DE SAL
(salmoura 20%, 60 min)

4

ENFORMAGEM E PRENSAGEM
(1 kg/20 min, 2 kg/120 min, 2,5 kg/90
min)

4

MATURACAO DO QUEIJO
(10<C, 75% UR, minimo 3 meses)

8
CORTE E EMBALAGEM
3
DISTRIBUICAO

Figura 1. Fluxograma de producédo do queijo Fascal.
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2.4.1.1 Ordenha

Cuidados higiénicos devem ser tomados durante a ordenha, para nao
gerar aumento de contaminacdo no leite. Esta contaminacdo pode ser
proveniente do Ubere, dos equipamentos e recipientes utilizados, das
tubulagbes e dos manipuladores. Deve ser feita a limpeza e a sanitizagcédo de
todos os materiais e superficies que entrarem em contato com o leite durante a
ordenha. A legislacéo brasileira orienta que a limpeza seja feita de acordo com
as instrucbes do fabricante, usando-se detergentes inodoros e incolores
(BRASIL, 2002a).

As recomendac0des higiénico-sanitarias para obtencdo de matéria-prima,
presentes na Instrucdo Normativa N°51, incluem lavagem prévia dos tetos do
animal com agua corrente, secagem com toalhas descartaveis, descarte dos
jatos iniciais de leite, desinfeccdo apds a ordenha e manutencdo do animal em
pé até que o esfincter do teto volte a se fechar (BRASIL, 2002a). A ordenha em
cabras, descrita em diferentes estudos como seguindo cuidados higiénicos,
incluiu limpeza do uUbere com agua corrente, desinfeccdo com solucdo
gliceronoiodada, posterior secagem com tecido de algodéo limpo e eliminag&o
dos primeiros jatos de leite (EUTHIER et al., 1998; LEUTHIER et al., 2003).

Os intervalos entre as ordenhas, as frequéncias de ordenha e as
técnicas que assegurem uma ordenha completa sem leite residual, seja manual
ou com ordenhadeira mecéanica, interferem na producédo diaria e total de leite,
por remogao do efeito inibidor do leite acumulado no tecido alveolar da
glandula mamaéaria (BUSETTI, 2006). Por outro lado, um aumento na frequéncia
de ordenha foi relacionado a um aumento na atividade das enzimas
acetilcoenzima A e acido graxo sintetase no tecido mamario de cabras, levando
a um aumento na sintese de acidos graxos de cadeia curta. Considerando-se a
afinidade geral das lipases lacteas por triglicerideos contendo acidos graxos de
cadeia curta, em relacao a triglicerideos com acidos graxos de cadeia longa, a
maior lipolise em leite poderia estar associada a uma maior freqiéncia de
ordenhas diarias (ABENI et al., 2005).
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2.4.1.2 Resfriamento

O resfriamento deve ser feito até que o leite seja processado, sendo
muito importante, pois podera evitar o aumento da contaminacédo microbiana e
a ocorréncia de reagbes quimicas e enzimaticas. Na producdo do queijo
Fascal, ndo é necessario o transporte refrigerado, ja que a industria processa
apenas seu proprio leite. O leite € imediatamente resfriado apds a ordenha,
sendo transportado por tubulacbes até o tanque de resfriamento, onde é

armazenado em temperaturas inferiores a 4.

Os tanques de refrigeracédo e armazenagem do leite devem ser mantidos
sob condi¢cbes adequadas de limpeza e higiene, serem cobertos, arejados,
pavimentados, com isolamento por paredes, iluminacdo adequada, ponto de
agua corrente com qualidade microbiolégica e adequadamente clorada, para
ser utilizada na limpeza e sanitizacdo do equipamento de refrigeracéo e
utensilios em geral. O tanque de refrigeracao por expanséo direta deve permitir
a refrigeracdo do leite em temperatura igual ou inferior a 4°C, no tempo maximo
de trés horas ap6s o término da ordenha, e o tanque de refrigeracdo por
imersédo deve permitir a refrigeracao do leite em temperatura igual ou inferior a
7°C, no tempo maximo de trés horas apés o término da ordenha (BRASIL,
2002a).

A homogeneizacdo pode ser empregada, antes da producédo do queijo,
com o objetivo de romper glébulos de gordura grandes. No caso do leite
ovelha, esta etapa ndo se faz necessaria, porque este naturalmente ja contém
glébulos de gordura menores (MARTH & STEELE, 2001).

O congelamento do leite ovelha poderia ser aplicado como forma de
resolver a sazonalidade da producéo leiteira, fazendo com que a producao do
queijo ndo fosse diminuida em alguns periodos do ano. A avaliacdo do
congelamento sobre a qualidade de leite ovino demonstrou que em
temperatura de -15C houve formacao de cristais de gelo maiores, em relacéo
a temperatura de -27<C. Estes cristais de gelo maiores podem causar danos
nos glébulos de gordura, causando valores maiores de acidez no leite. Em
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gueijos de leite de ovelha completamente maturados, o congelamento a -20C
por 6 meses foi um método adequado de estocagem (PARK et al., 2006).

2.4.1.3 Aquecimento

O leite é colocado na cuba do queijo pelo tempo necessario para atingir
a temperatura desejada, sendo que Fallico et al. (2006) citam temperaturas
entre 30 e 35T. Para iniciar a fabricacdo do queijo Fascal, o leite de ovelha é
levado do tanque de resfriamento e colocado em uma Tina Duplo “O”
(Globoinox), a 31T por 30 min. Nesta etapa, pode ser adicionada a cultura
iniciadora (se fizer parte do processo), iniciando-se a acidificacdo no produto. A
cultura iniciadora comercial (MA, Danisco), que contém uma mistura de
Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris, é adicionada para

producédo do queijo Fascal.

A falta de sanitizacdo adequada da cuba, a contaminacdo da cultura
iniciadora e a acidificacédo deficiente poderéo elevar a contaminagao no queijo.
Apesar de ser utilizado leite cru, a industria de laticinios utiliza a cultura
iniciadora na producao do queijo Fascal, diferentemente de queijos tradicionais

da Europa que utilizam apenas a microbiota endégena do leite de ovelha.

A legislacéo brasileira permite dois tipos de pasteurizagcdo do leite, a
pasteurizacao rapida, realizada a temperaturas entre 72 e 75T por 15 a 20s, e
a pasteurizacdo lenta, entre 62 e 65T durante 30 min (SCHUSTER et al.,
2006). A auséncia do tratamento térmico é permitida pela legislacéo para o leite
que se destine a elaboracdo dos queijos submetidos a um processo de
maturacdo durante um tempo nao inferior a 60 dias, a uma temperatura
superior aos 5C (BRASIL, 1996b).

A necessidade do processamento térmico esta relacionada ao alto risco
de contaminacdo microbiana em leite e queijos, em fungéo dos valores de pH e
aw (GLASS & DOYLE, 2005). Os processos téermicos aplicados na industria
podem incluir: Termizacdo para destruicdo de psicrotroficos (63-65CT, por 15-
20 s); Pasteurizacao (75-85C, por 15-30 s) para de struicdo de Mycobacterium
tuberculosis; Esterilizacdo para destruicdo de enzimas e patdgenos, incluindo

esporos (20 min, 100-120C); Esterilizacdo UHT para destruicdo de enzimas,
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como fosfatase alcalina e peroxidase, e patdégenos, incluindo esporos (2-3 s,
135-150C) (RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2007a).

Por outro lado, sabe-se que a pasteurizacdo do leite pode afetar de
forma adversa o desenvolvimento de propriedades sensoriais no queijo.
Geralmente, queijos produzidos com leite pasteurizado maturam de forma mais
lenta e desenvolvem sabores e aromas em menor intensidade, em relacéo a
queijos produzidos com leite cru. Dentre os motivos, estdo os menores
conteudos de aminoacidos livres, acidos graxos e compostos volateis. A
pasteurizacdo também afeta a textura do queijo, podendo resultar em uma
estrutura aberta, com numerosas e irregulares cavidades, menos firme e mais

fraturavel, comparando-se com queijos de leite cru (FALLICO et al., 2006).

2.4.1.4 Coagulagéo

Apés a adicdo do coalho, aguarda-se o tempo necessario para que a
coagulacéo seja completa, até a formacédo da estrutura caracteristica de gel. O
coalho bovino (marca BV) € utilizado para queijo Fascal, de acordo com a
guantidade de leite processado, sendo que 20 min a 31T séo suficientes para
a gelificacdo. Dentre os pontos que devem ser observados nesta etapa estao a
adicdo de quantidade adequada de coalho, para ndo afetar o rendimento do
queijo e ndo haver perda de matéria coagulavel no soro, e a observancia do
tempo necessario para coagulagdo, evitando que o coagulo ndo adquira
consisténcia adequada e forme um queijo quebradico. Segundo Fallico et al.
(2006), sao adicionados 42g de coalho / 100L de leite, mantendo-se a 35T por

50 min.

Os fatores mais importantes sobre a formacéao da estrutura da coalhada
acida sdo conteudo de caseina, pH e conteudo de calcio no leite. Em pH baixo,
o célcio é progressivamente dissociado da micela de caseina. Em adicéo a isto,
a neutralizacdo das cargas negativas da caseina favorece a ampla agregacéo
da caseina e a fusdo das micelas, que tendem a formar um gel. Em pH 4,6, a
rede de caseina é formada e os demais componentes sdo retidos em seu

interior (PARK, 2007). Os tempos de coagulacdo de queijos produzidos com
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leite de ovelha sdo menores em pH mais baixo. A interferéncia deste parametro
sobre a textura do queijo é particularmente importante, devido as mudancas no
pH estarem diretamente relacionadas com as mudancas na rede protéica
presente na coalhada (PARK, 2007).

A influéncia de outros parametros, como atividade de agua e conteudo
de sal, sobre as propriedades reoldgicas do queijo € indireta. Altos niveis de sal
aumentam a pressao osmatica, que retira quantidades significativas de agua
ligada a estrutura da caseina. Por outro lado, uma atividade de agua menor

resultaria em atividade proteolitica reduzida no queijo (PARK, 2007).

A plasmina é a principal enzima proteolitica em leite de ovelhas e esta
associada ao aumento na degradacdo de caseina. A atividade pronunciada
deste sistema em ovelhas esta associada as diferencas no rendimento de
coagulo e tempo de coagulacdo, em relagcdo ao leite de vaca (RAYNAL-
LJUTOVAC et al., 2007a; LEITNER et al., 2004).

A coagulacdo do queijo pode ser afetada pela alteracdo no leite de
ovelha, devido ao desmame precoce dos cordeiros. Isso acarretaria uma
diminuicdo da ocitocina e prolactina e resultaria no aumento do plasminogénio,
envolvido na sintese da caseina, atuando assim sobre a consisténcia final do
coagulo (BUSETTI, 2006).

A contagem elevada de células somaticas em leite demonstrou um
aumento do tempo necessario para coagulacdo visual do queijo e,
consequentemente, mais tempo para alcancar a firmeza necessaria para corte
do coagulo (JAEGGI et al., 2003). Altas CCS também foram relacionadas com
aumento da protedlise, pela ativacdo do sistema ativador de plasmina -
plasminogénio — plasmina (LEITNER et al., 2004). Na glandula mamaria de
animais com altas CCS, pode ocorrer aumento na atividade da plasmina e
aumento no contetudo de plasminogénio. Em alguns casos, onde ha aceleracéo
na conversao de plasminogénio em plasmina, ndo sera observado aumento no
conteudo de plasminogénio na glandula mamaria (LEITNER et al., 2004). Os

animais com infecgBes subclinicas possuem também teores de calcio menos
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disponivel para induzir o efeito pr6-coagulante sobre a para-k-caseina, devido

a sua associacdo com produtos da protedlise (LEITNER et al., 2004).

2.4.1.5 Corte da Coalhada

ApoOs formacédo desta estrutura, € feito o corte da massa com lira para a
expulsdo do soro. A coalhada do queijo Fascal é cortada em cubos de cerca de
1 cm. O corte da massa adequado evita a retengdo de soro em seu interior e
também que os blocos sejam muito pequenos, comprometendo a qualidade do
produto. Além disso, deve ser realizada adequada da sanitizacéo da lira e o
manipulador deve seguir as boas préticas de fabricacdo e procedimentos de
higiene, j& que podera ter contato direto com a massa. Passado este periodo, o
corte € realizado mecanicamente durante 5 min, sendo que a temperatura
verificada na massa foi de 34,2C (FALLICO et al., 2006).

2.4.1.6 Dessoramento

ApoOs o corte da coalhada, a massa do queijo Fascal € mantida por 40
min no tanque. Esta etapa consiste na retirada do soro expulso da massa e
esta diretamente relacionada com a atividade de agua. Valores elevados neste
parametro estardo diretamente relacionados com contaminagdo microbiana e
reacdes quimicas e enzimaticas no queijo, durante sua maturacdo e sua vida
de prateleira. O dessoramento mais ou menos intenso acontecera de acordo
com a textura, o grau de maturacdo e o periodo de conservacdo desejados

para o queijo.

Uma pré-prensagem por 15 a 20 min é realizada no tanque para
remocao do soro residual da massa de queijo Fascal. O tempo necessario para
drenagem do soro para producao de queijo Piacentinu Ennese, observado por
Fallico et al. (2006), foi de 80 min, o pH da massa ficou em torno de 6,4 e a

temperatura foi de 39<C.

A quantidade de soro liberada a partir da coalhada, produzida com leite
de cabra, foi dependente da existéncia ou ndo de processamento térmico no

leite. Os queijos produzidos com leite ndo processado termicamente e com leite
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submetido ao processo de “sanitizacdo” (61C / 20 min) tiveram uma perda
inicial de agua menor, em relacédo ao produzido com leite pasteurizado. Ao final
de 45 dias de maturacdo, porém, os resultados foram invertidos. O queijo
produzido com leite pasteurizado teve perda menor de agua, seguido pelo
produzido com leite ndo tratado termicamente e com leite “sanitizado”
respectivamente (GUERZONI et al., 1999).

2.4.1.7 Adicao de Sal

Nesta etapa, é feita a adicdo de sal no produto, que contribuira para
diminuicdo da atividade de agua, mas sua distribuicdo deve ser homogénea
para alcancar sabor e conservacdo adequados. A concentracdo da salmoura
utilizada para o queijo Fascal € de 20% (p/v). O tempo de manutencdo €
calculado em funcdo do tamanho do queijo, sendo de 1 h para cada 100g.
Novamente, a manipulacdo da coalhada € um ponto a ser controlado, ja que o

manipulador podera ser fonte de contaminacéo para o produto.

2.4.1.8 Enformagem e Prensagem

A coalhada salgada € colocada em formas de acordo com o tamanho do
queijo a ser produzido. Para o queijo Fascal, sdo utilizadas formas de 600 g,
1,2 kg e 2,5 kg. Formas que nado forem bem lavadas poderdo ser foco de
contaminacdo, ja que residuos de massa de queijo sd0 meios ricos para
crescimento microbiano. A colocacdo da massa nas formas geralmente é
manual e novamente o manipulador aparece como potencial contaminador do

produto.

As formas séo colocadas em prensas mecanicas, ajustadas para
aumentar a pressdo gradativamente, liberando quantidades crescentes de
soro. A pressao insuficiente podera resultar em retencédo de soro em excesso
na massa, constituindo foco de contaminacdo microbiana, bem como impedir a
agregacdo das particulas de coalhada, afetando futuramente a textura do
queijo. Durante a fabricacdo do queijo Fascal, as formas sdo prensadas a

temperatura ambiente da seguinte forma: 1 kg por 20 min; 2 kg por 120 min;
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2,5 kg por 90 min. Os queijos sdo virados trés vezes ao longo do periodo de
3 h.

2.4.1.9 Maturagao

Os queijos prensados sao retirados das formas e encaminhados para a
camara de maturacdo. O periodo de cura é planejado de acordo com as
caracteristicas desejadas no queijo. Considerando o queijo Fascal, este
periodo pode variar de 90 a 150 dias, tornando as caracteristicas

organolépticas mais acentuadas ao longo do tempo.

No caso dos queijos de massa dura e semidura, 0 tempo necessario
para o desenvolvimento de sabor, aroma e textura € maior, aumentando assim
0s custos de producdo (GUTIERREZ et al., 2004) e também o periodo de
exposicao ao ambiente da camara de maturacdo, o que pode representar risco
de contaminacao no produto.

Durante a cura, os queijos devem ser mantidos em camaras de
maturacdo com temperatura e umidade adequadas ao produto, e devem
passar por lavagens periddicas da casca. A maturacdo do queijo Fascal é
realizada em camaras de maturacdo a 10C e umidade relativa de 75%, por no
minimo 3 meses. Na industria que produz o queijo Fascal, sédo utilizadas
camaras distintas, em funcdo da introducdo ou ndo de fungos nos produtos,
evitando assim a contaminacéo cruzada. A camara de maturagdo deve manter
temperaturas baixas, para evitar proliferacdo de microbiota indesejavel, e
umidade baixa, ja que o queijo produzido na indUstria analisada devera possuir
casca e sera um queijo com baixo teor final de umidade. As lavagens da casca
acontecem em funcéo de contaminagdes superficiais no produto. A circulagéo
de ar deve ser monitorada para evitar a entrada de contaminagdo externa no
produto, e a circulacdo de pessoas na camara deve ser minima. Os
mostradores de temperatura e umidade devem estar do lado de fora da

camara, para facilitar o monitoramento destes parametros.

Durante a maturacdo do queijo séo liberados véarios produtos, como

peptideos, cetonas, aminoacidos livres e acidos graxos livres, relacionados
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diretamente a intensidade do sabor e aroma e com sua textura. O pH controla
as reacOes durante este periodo, bem como a atividade enzimatica e o
crescimento microbiano. Ocorre um aumento do pH nos queijos durante o
periodo de maturacdo, aumentando a atividade das proteases bacterianas e
proteases naturais do leite (GUTIERREZ et al., 2004).

A presenca de acidos graxos livres durante a maturacao, particularmente
os de cadeia curta, poderia estar diretamente relacionada com a populacéao de
bactérias lacticas. O crescimento de espécies homolaticas, como Lactobacillus
helveticus, Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. cremoris e
Lactococcus delbrueckii subsp. bulgaricus, parece ser inibido pelos acidos
oléico, caprodico e linoléico (GUERZONI et al., 1999). Altos niveis de &cidos
graxos livres foram encontrados em diferentes tipos de queijo Pecorino, ao final
da maturagcdo, sendo que 19 compostos distintos foram identificados. Os
acidos etandico, butandico, hexandico, octanodico e decandico representaram
as maiores proporc¢des do total de acidos carboxilicos nos queijos (CODA et al.,
2006).

Enquanto a glicélise e a lipdlise sdo processos criticos em algumas
variedades de queijos (por exemplo, queijo azul, italiano de massa dura e tipo
Suico), a protedlise € um processo essencial em todos os tipos de queijos,
especialmente os queijos com maturacao interna e superficial. A protedlise é
provavelmente o principal evento bioquimico durante a maturacdo (TRUJILLO
et al., 2000; IZCO et al.,, 1999). Os principais agentes responsaveis pela
protedlise durante a maturacdo do queijo sdo: enzimas enddgenas do leite,
como a plasmina; coagulante residual retido na coalhada apds a manufatura;
enzimas proteoliticas de bactérias iniciadoras e bactérias de um inoculo
secundario (TRUJILLO et al.,, 2000). Estes agentes proteoliticos atuam de
forma combinada para hidrolisar paracaseina a peptideos e aminoacidos
(EMMONS et al., 2003; TRUJILLO et al., 2000).

Um aumento na protedlise durante o Ultimo estagio de maturacdo esta
associado com as proteinases bacterianas, as quais sdo extensivamente

liberadas via lise destes microrganismos (PEREIRA et al., 2008). Estudos com
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gueijos italianos demonstraram que a as;-CN foi completamente degradada
durante a maturagcdo de quase todos os queijos (FALLICO et al., 2006;
FALLICO et al., 2004). B-CN persistiu até o final da maturacdo destes queijos
italianos e de queijo portugués Terrincho, e a formacéo de y-CN foi evidente,
indicando a atividade da plasmina (CODA et al., 2006; FERREIRA et al., 2006;
FALLICO et al., 2004).

A analise da microestrutura do queijo italiano Piacentinu Ennese
demonstrou que os rearranjos proteoliticos durante sua maturacdo deram
origem a uma microestrutura tipo esponja, permeada por um sistema bem
distribuido de espacos vazios. A estrutura do queijo tornou-se mais compacta
durante o periodo de maturacdo, com cavidade de tamanhos menores, como
resultado de uma perda gradual de umidade causada pela evaporacdo na
superficie do queijo (FALLICO et al., 2006). Durante os primeiros dias da
maturacdo do queijo Terrincho, um aumento na resisténcia, fraturabilidade,
dureza, firmeza e intensificacdo da cor amarela ocorreram. Simultaneamente,
adesividade e coesividade diminuiram. Apos 20 dias de maturacdo, a
resisténcia, fraturabilidade, dureza e firmeza diminuiram, e a coesividade
aumentou (PINHO et al., 2004).

Na maturacdo de queijos produzidos com leite com CCS altas, houve
maiores quantidades de acidos graxos livres e aumento significativo de acidos
butirico e caprilico. Foram também detectados sabor e odor de rango nestes
gueijos e observados defeitos na textura. A protedlise foi intensa, quanto maior
foi a contagem de CCS no leite (JAEGGI et al., 2003). A mastite nos animais
pode estar relacionada com a presenca de bactérias psicrotroficas proteoliticas
em leite e consequente contaminacdo dos produtos lacteos (PINTO et al.,
2006). As variacdes observadas para a hidrolise de acidos graxos e de
proteinas podem estar relacionadas aos maiores conteudos de umidade

presente nestes queijos (JAEGGI et al., 2003).

Na comparacao entre queijos produzidos com leite de cabra processado
termicamente ou nédo, os valores iniciais de pH foram semelhantes para os

diferentes queijos. Os valores de pH entre os queijos com leite submetido ou
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nao ao tratamento térmico também foram semelhantes entre os grupos, ao final
de noventa dias de maturacdo. Ao longo deste periodo, observou-se elevacéo
do pH, especialmente na casca, devido ao efeito do rapido crescimento de

bolores e leveduras nesta regido do queijo (GUERZONI et al., 1999).

2.4.1.10 Corte e Embalagem

Quando os queijos produzidos sédo grandes, pode ser necessario que se
faca o corte dos produtos para sua posterior embalagem a vacuo, garantindo
um aumento da vida de prateleira do produto, devido a diminuicdo de
alteracdes relacionadas com a presenca de oxigénio.

2.4.1.11 Distribuicéo
Devem ser utilizadas temperaturas de refrigeracéo, para evitar aumento
da contaminacdo microbiana e da velocidade de reacdes indesejadas no

queijo.

2.4.2 Parametros Microbioldgicos em Queijos

Os queijos produzidos com leite de ovelha cru contém um ndamero muito
maior de bactérias lacticas, em relacdo aos queijos produzidos com leite
pasteurizado (DE ANGELIS et al., 2001). A utilizacdo deste leite proporciona a
oportunidade para patdégenos contaminarem, sobreviverem e crescerem

facilmente durante a fabricacéo, transporte e estocagem (CARIDI, 2003).

Os queijos da Peninsula Ibérica geralmente sdo produzidos com leite cru
e nado utilizam culturas iniciadoras, podendo constituir um perigo potencial a
saude do consumidor. Os estudos microbiol6gicos nestes queijos tém tido
como foco a avaliacdo dos microrganismos de interesse sanitario e dos
envolvidos na maturacao, incluindo enterobactérias, Staphylococcus, bactérias
lacticas e leveduras. Os microrganismos pertencentes a Familia
Enterobacteriaceae e aos coliformes sao considerados indicadores da

qualidade sanitdria e microbiolégica em alimentos, sendo preocupantes
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guantidades altas em queijos maturados (FREITAS & MALCATA, 2000;
CARIDI, 2003).

Uma revisao avaliou o perfil microbiolégico em queijos de leite de ovelha
da Peninsula Ibérica, produzidos com coagulante de origem animal ou vegetal.
Dentre os produzidos com coagulante extraidos de plantas, as contagens de
mesoéfilos variaram de 10° a 10UFC/g. A quantificacdo de alguns
microrganismos indicou uma diminui¢do nas contagens de coliformes e bolores
e leveduras ao longo do periodo de maturacéao. O queijo La Serena apresentou
uma qualidade microbioldgica ruim, visto que altas concentragfes de coliformes
foram detectadas, mesmo em estagios avancados de maturacdo (FREITAS &
MALCATA, 2000).

Os gqueijos duros e semi-duros possuem baixo conteudo de umidade, o
que faz com que sejam menos susceptiveis a deterioracdo causada pela
maioria dos microrganismos, embora bolores estejam envolvidos em
deterioragdo neste tipo de alimento (JAY, 2000). A levedura Yarrowia lipolytica
foi responsavel pela pigmentacdo marrom na superficie de queijos Castelo
Branco, durante a maturacdo. No periodo de 30 dias de maturacdo do queijo
de Evora, foi encontrada prevaléncia da levedura Debaryomyces hansenii e
presenca também de Candida zeylanoides e Rhodotorulla spp. Em isolados
obtidos de queijo Serpa, puderam ser identificadas Debaryomyces hansenii
como a mais frequiente, seguida por Yarrowia lipolytica. Varias leveduras foram
isoladas de queijo Serra da Estrela, sendo que Sporobolomyces roseus foi
predominante (FREITAS & MALCATA, 2000).

A presenca de micotoxinas em queijos também € citada na literatura,
como aflatoxinas na superficie de queijos Tilsit, Cheddar e tipo Brick (JAY,
2000). Experimentos realizados com ovelhas na Italia demonstraram que a
administracdo continua de aflatoxina B1, por 7 dias a ovelhas em lactacéo,
aumentou a concentracédo da aflatoxina M1 no leite, em funcdo do consumo da
aflatoxina B1. A concentracdo da aflatoxina M1 na coalhada dos queijos foi
dependente de sua concentracdo no leite ndo processado, sendo que algumas
vezes alcancgou o dobro do quantificado em leite (BATTACONE et al., 2005).
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Ao longo do tempo de maturacdo do queijo Evora, alguns autores
relataram Enterococcus e Staphylococcus como mais constantes. Outros
relataram presenca de bactérias lipoliticas, como as pertencentes as familias
Enterobacteriaceae e Micrococcaceae e aos géneros Staphylococcus,
Streptococcus e Bacillus (FREITAS & MALCATA, 2000). A bactéria aerébica
formadora de esporos Bacillus polymyxa tem sido relacionada com a formacao
de gas em queijos. Isto resulta da utilizacdo do acido lactico para producéo de
CO; (JAY, 2000).

O Staphylococcus aureus esta presente em leite cru e normalmente néo
sobrevive ao processo de pasteurizacdo, porém suas toxinas ndo sao
destruidas por este tratamento. A temperatura de 7°C e o pH 4 seriam o0s
valores minimos para crescimento. Esta bactéria esta freqliientemente presente
na pele e nas fossas nasais de humanos, sendo um risco potencial de
contaminacdo poés-processamento (GLASS & DOYLE, 2005). Os produtos
contaminados com Staphylococcus aureus podem causar sintomas induzidos
por enterotoxina, como vOmito intenso, dor abdominal, e algumas vezes
diarréia e dores de cabeca (VAUTOR et al., 2003). A producdo de queijos
usando leite cru, particularmente nos casos de acidificag&o insuficiente ou lenta
da coalhada, pode levar a surtos associados com Staphylococcus nestes
produtos. Além disso, a fabricacdo de queijos com leite pasteurizado, em
condicdes inadequadas de higiene, pode levar a contaminacéo do leite ou da
coalhada com Staphylococcus aureus (ARQUES et al., 2005; JAY, 2000).

Em amostras de queijo Castelo Branco e de queijo Idiazabal, ndo foi
detectada a presenca de Staphylococcus aureus. Alguns autores né&o
detectaram a presenca de Staphylococcus aureus em queijo Serpa, resultado
contrario obtido por outros que quantificaram acima de 2x10°UFC/g no mesmo
tipo de queijo (FREITAS & MALCATA, 2000). Em queijo Terrincho, cerca de
10% das amostras apresentaram resultados insatisfatérios na deteccdo de S.
aureus (ALMEIDA et al., 2007). Queijos de leite de ovelha provenientes de oito
dentre as dez fazendas avaliadas na Suica estavam contaminados com S.
aureus (VAUTOR et al., 2003).
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A Salmonella spp. é frequentemente detectada em leite cru, mas ndo em
queijo, com relato de que as condi¢cdes minimas necessarias para crescimento
seriam 6,5C e pH 4,5 (GLASS & DOYLE, 2005). Ndo houve deteccdo de
Salmonella spp. em amostras de queijo Castelo Branco, Idiazabal e Vastedda
(MUCCHETTI et al.,, 2008; FREITAS & MALCATA, 2000). Em queijo La
Serena, Salmonella arizonae foi a Unica espécie detectada ao longo do tempo
de maturacdo (FREITAS & MALCATA, 2000). Salmonella foi detectada em
queijos Terrincho com massa mole ou semi-mole (ALMEIDA et al., 2007). Em
gueijo Feta produzido com leite de ovelha cru, o tempo de sobrevivéncia de
Salmonella spp. foi em torno de 20 dias (MARTH & STEELE, 2001).

A Escherichia coli O157:H7 estd normalmente associada a carnes, mas
também pode ser detectada em queijos e leite cru. As condicbes minimas para
crescimento seriam 2,5C e pH 4,6 (GLASS & DOYLE, 2005; HUSSEIN &
SAKUMA, 2005). A quantificacdo de coliformes e Escherichia coli em queijo
Serpa demonstrou valores acima de 2,5x10°UFC/g e 1,4x10°UFCIg,
respectivamente. Foi detectada sua presenca também em queijo Serra da
Estrela (FREITAS & MALCATA, 2000). A deteccéo de E. coli indicou que cerca
de 34% das amostras de queijos Terrincho apresentaram resultados
considerados insatisfatorios (ALMEIDA et al., 2007). Em queijo Pecorino del
Poro, foram observadas contaminacdes altas por Escherichia coli no inicio do
periodo de maturacédo, sendo que E. coli desapareceu ao final da maturacéo.
Este fato pode ser explicado pela utilizacdo do leite cru de ovelha e pelos
microrganismos produtores de bacteriocinas, normalmente presentes no leite
(CARIDI, 2003).

As condicbes minimas para crescimento de Listeria monocytogenes
citadas na literatura sdo 10C e pH 4,8. Esta bactéria foi detectada em leites
crus com frequéncia (GLASS & DOYLE, 2005; JAY, 2000), inclusive em meses
frios do ano e em fabricas que apresentavam boas condi¢cbes de higiene e
sanitizacdo. Frequentemente contamina tubulacdes e superficies e pode estar
presente em sistemas de resfriamento, sendo que frequéncias altas de
deteccdo foram observadas em queijos maturados e na agua usada para
lavagem de queijos (GLASS & DOYLE, 2005).
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A presenca de Listeria monocytogenes, Listeria innocua e Listeria
seeligeri foi confirmada em queijos de leite de ovelha produzidos na subregido
Castelo Branco, e apenas Listeria monocytogenes em queijo La Serena
(FREITAS & MALCATA, 2000). Nos Estados Unidos, vérios surtos e mortes
causadas por L. monocytogenes foram relatadas, sendo que o veiculo mais
comum foram queijos moles com pasteurizagcdo inadequada (JAY, 2000). L.
monocytogenes foi detectada em oito das setenta amostras de queijo Terrincho
avaliadas em um estudo (ALMEIDA et al., 2007), mas ndo em amostras do
queijo siciliano Vastedda (MUCCHETTI et al., 2008).

A contagem de Pseudomonas fluorescens em coagulo de queijo Serra
da Estrela foi de 10°UFC/g, sendo que apds uma semana de maturacdo sua
concentracdo foi insignificante (FREITAS & MALCATA, 2000). Dentre as
bactérias isoladas de queijos Pecorino Abruzzese, Pseudomonas e
Enterococcus foram os que mostraram atividades proteoliticas mais altas
(MARTUSCELLI et al., 2005).

Os Enterococcus estdo presentes em varios queijos artesanais
produzidos com leite cru ou pasteurizado de ovelhas, cabras, bufalos e vacas,
estando relacionados com alteracdes negativas no sabor e aroma dos queijos
(MADRAU et al., 2006; GELSOMINO et al., 2002; JAY, 2000). O Enterococcus
faecalis e 0o Enterococcus faecium sdo 0s mais comumente presentes em
queijos. Além das alteracdes na qualidade dos queijos, estdo envolvidos em
infeccOes hospitalares e apresentam aumentada resisténcia a antimicrobianos.
A presenca de Enterococcus em alimentos esta relacionada a condi¢des
higiénico-sanitarias inadequadas no processamento, jA que possuem o trato
intestinal como habitat mais comum, e também trato urinario e cavidade oral
(GELSOMINO et al., 2002; JAY, 2000).

Uma avaliacao realizada com queijo produzido com leite cru demonstrou
que os Enterococcus sobreviveram e cresceram em equipamentos de ordenha
nao sanitizados adequadamente e no tanque de armazenamento de leite,
provocando a contaminag¢ao de todo leite que entrou em contato com estes

locais. Consequentemente, foi observada contaminagdo no queijo e
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evidenciado o risco para o consumidor, ja que o Enterococcus foi detectado no

trato intestinal das pessoas que ingeriram o queijo (GELSOMINO et al., 2002).

O Clostridium botulinum é uma bactéria que pode contaminar produtos
lacteos, sendo que os valores minimos para crescimento sdo 5C e pH 4,7
(GLASS & DOYLE, 2005). O Clostridium butyricum produtor da toxina tipo E
apresentou valores minimos para crescimento em queijos moles de 12<C e pH
4,8, e producao de toxina apos 5 dias a 25T (GLASS & DOYLE, 2005; YUICHI
et al.,, 2008). O Clostridium perfringens também pode contaminar produtos
lacteos, sendo que esporos foram encontrados em leite cru e em queijo, onde
as condigcbes minimas para crescimento seriam de 15°C e pH 5,0 (GLASS &
DOYLE, 2005).

O queijo Idiazabal apresentou contagem de Clostridium spp. de
aproximadamente 10 UFC/g (FREITAS & MALCATA, 2000). O crescimento de
C. botulinum proteolitico é inibido em valores de a, menores que 0,935,
engquanto o nao proteolitico é inibido em a, menor que 0,97. Estes valores de
ay correspondem, respectivamente, a 10% e 5% de sal na fase aquosa. Em
queijos com valores de a,, menores que 0,944, ndo houve deteccdo de toxina
botulinica. Os niveis de sal, aliados ao pH, temperatura, substancias
antimicrobianas, sdo importantes fatores para controle do crescimento de
patogenos, especialmente por seu efeito sobre a a,. Os sais de potassio
podem ser uma alternativa ao sais de sddio, no caso de queijos processados
(GLASS & DOYLE, 2005).

Um dos riscos de contaminagdo em queijos processados termicamente é
a presenca de Clostridium botulinum. O processamento térmico minimo para
minimizar os riscos seria a 121C por 2,5 a 3 minutos, o que diminuiria a
gualidade do queijo processado ou do leite. Um estudo com diferentes
formulacbes de queijos revelou que o pH, conteddos de umidade, cloreto de
sédio e fosfato dissodico séo os fatores primarios para controlar a producéo da
toxina botulinica. A presenca de acido lactico inibiu o crescimento da bactéria e
a producao de toxina, provavelmente por seu efeito de reducdo do pH (GLASS
& DOYLE, 2005).
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Alguns queijos maturados apresentam potencial de oxirreducao
suficientemente baixo para suportar 0 crescimento de microrganismos
anaerobios, podendo causar deterioracdo quando a a, (atividade de agua)
permitir que seu crescimento ocorra. Clostridium spp., especialmente C.
pasteurianum, C. butyricum, C. sporogenes e C. tyrobutyricum, tem sido
relacionado com a formacdo de gas em queijos. O C. tyrobutyricum causa a
fermentacao butirica ou o defeito de olhadura tardia em queijos como Gouda
(JAY, 2000). Compostos com efeito antimicrobiano podem estar presentes em
leite, queijos maturados ou queijos processados. A lisozima é uma enzima
presente no leite, mais ativa contra bactérias gram-positivas através da
degradacgéo da parede celular, que demonstrou atividade contra C. botulinum,
quando combinada com EDTA. Alguns produtos da reacédo de Maillard inibiram
crescimento de Aeromonas hydrophyla (GLASS & DOYLE, 2005).

JA a ocorréncia de surtos envolvendo queijos processados é
considerada baixa, sendo que, quando existiram, estavam relacionados a
produtos com pH elevado e alta atividade de agua. Um caso de botulismo fatal
foi relatado nos Estados Unidos e o produto envolvido tinha pH 5,9.
Posteriormente, houve um surto na Argentina, com parametros para o queijo de
pH 5,7 e a,, 0,97, e outro nos Estados Unidos, com pH 5,8 e a,, 0,96 no queijo
(GLASS & DOYLE, 2005).

Casos esporadicos de brucelose ocorreram na Europa, sendo que um
surto foi descrito na Espanha envolvendo queijo tipo Cottage ndo pasteurizado,
produzido com leite de ovelhas infectadas (MARTH & STEELE, 2001). As
espécies Brucella melitensis e B. abortus sao patogénicas para ovelhas e,
consequentemente, uma preocupacado para a industria lactea. Casos de B.
melitensis foram relatados em queijos italianos, queijos de Malta e da Turquia,
todos produzidos com leite de ovelha cru (MARTH & STEELE, 2001).

Um estudo sobre as condi¢des higiénico-sanitarias do queijo de leite de
cabra produzido no Brasil, de forma artesanal, apontou a necessidade de
reavaliar as técnicas aplicadas durante o processamento e manipulacdo dos

queijos elaborados, ja que foram observadas contagens microbianas elevadas
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(EUTHIER et al., 1998). Ja outro estudo com queijo de leite de cabra produzido
com leite pasteurizado, em uma industria no sul do Brasil, demonstrou que o
produto encontrava-se dentro dos padrdes exigidos pela legislacdo. A elevada
contagem de mesodfilos totais, contudo, sugere necessidade de melhoria das
medidas de sanitizacdo durante o processamento, a fim de garantir a qualidade
higiénica e uma maior vida de prateleira ao queijo produzido (PICOLI et al.,
2006).

A verificacdo da presenca de microrganismos patogénicos e indicadores
de condi¢des higiénico-sanitarias em queijos produzidos com leite de cabra cru,
na regido Nordeste do Brasil, demonstrou que a maioria das amostras
analisadas apresentava risco a saude do consumidor e ndo atendia aos
parametros estabelecidos pela legislacdo brasileira. Os resultados indicaram
70% de presenca de Staphylococcus coagulase-positiva, 12% com presenca
de Salmonella sp. e 12,5% com presenca de Listeria sp. Foram detectados
altos indices de presenca de coliformes termotolerantes, com confirmacéo para
Escherichia coli em algumas amostras, e contagens elevadas para fungos e
leveduras (FEITOSA et al., 2003).

Resultados obtidos por Euthier et al. (1998), em queijo “tipo coalho”
produzido com leite de cabra, demonstraram que algumas amostras
apresentavam contagens elevadas para coliformes totais, coliformes
termotolerantes e fungos e leveduras. A ocorréncia de Staphylococcus aureus
em queijos tipo Minas frescal foi investigada, sendo que 50% das amostras
analisadas apresentaram presenca, com contagens médias em torno de
10°UFC/g. Os valores foram muito proximos aos requeridos pelas cepas
enterotoxigénicas para a producdo de enterotoxinas (10° a 10°UFC/g) em
quantidades necessarias para a ocorréncia de surtos de intoxicagdo alimentar
estafilocécica (ALMEIDA FILHO & NADER FILHO, 2000).

As praticas tradicionais, que nao utilizam a pasteurizacdo do leite como
etapa inicial na fabricacdo de queijos, podem ser observadas na producdo de
gueijo na regidao do Serro, em Minas Gerais. Este queijo artesanal é produzido

desde o século XVIII e, atualmente, um expressivo nimero de pessoas vive
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exclusivamente de sua producéo e comercializacdo (ALEXANDRE et al., 2002).
Apesar da proibicdo legal imposta a comercializacdo de queijos frescos e
moles no Brasil elaborados a partir de leite cru, a do queijo tipo Minas Frescal
produzido artesanalmente tem sido constatada, principalmente nos estados de
Minas Gerais e Sdo Paulo (MACHADO et al.,, 2004; ALMEIDA FILHO &
NADER FILHO, 2000). Um estudo realizado em uma industria em Juiz de Fora
avaliou o leite pasteurizado e o queijo Minas Frescal produzido, sendo que
Listeria monocytogenes foi isolada a partir dos produtos alimenticios analisados
(BRITO et al., 2008).

Em amostras de queijo da regido da Serra da Canastra, as contagens
dos indicadores microbiolégicos foram maiores no soro iniciador do que na
massa coagulada. Niveis altos de contaminacao por coliformes totais e fecais,
como também bolores, foram observados nas amostras de queijo. Os niveis de
Staphylococcus spp. foram acima de 10° UFC/g e em nenhuma das amostras
foi isolada Salmonella spp. ou Listeria spp. Estes resultados mostram a
necessidade de melhorias no processo de producdo do queijo artesanal
produzido na Serra da Canastra (BORELLI et al., 2006).

2.4.3 Parametros Fisico-Quimicos em Queijos

A classificacdo destes alimentos € baseada no contelddo de matéria
gorda no extrato seco e no conteudo de umidade (BRASIL, 1996b). A perda
gradual de umidade ocorre durante a maturacdo de queijos, causada pela
evaporacao na superficie do queijo (FALLICO et al., 2006), o que leva a uma
diminuicdo da atividade de &gua, a uma concentracdo dos demais
componentes do queijo e aumento nos teores de solidos totais. Os teores de
gordura, proteina, cinzas e cloreto de sddio aumentam ao longo da maturacéo,
evidenciado, sobretudo, quando os calculos sédo feitos com base na matéria
seca (MADRAU et al., 2006).

O pH pode ser utilizado como um indicativo da fermentacéo do leite, que
ocorre devido a atividade metabdlica dos microrganismos presentes no queijo,

levando a uma diminui¢c&o nos valores de pH (MADRAU et al., 2006).
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A lactose em geral é completamente metabolizada durante a maturagéo
do queijo, podendo variar de acordo com a duracdo deste periodo, enquanto o
teor de 4cido latico aumenta (MADRAU et al., 2006).

As alteragbes na umidade, a,, pH e acidez foram monitoradas durante a
maturacdo de queijo Terrincho e distinguiram-se duas fases. A primeira, nos
primeiros 20 dias, foi caracterizada por uma diminuicédo lenta da umidade e a,
e 0 pH diminuiu de 6,6 a 5,4, resultando em um aumento da dureza,
fraturabilidade, resisténcia, firmeza e intensificacdo da cor amarela. Apds 20
dias, a diminuicdo da umidade e a, foi mais proeminente, e o pH aumentou
levemente. Esta segunda fase foi caracterizada por um aumento na
coesividade e decréscimo da dureza e fraturabilidade, porque as caseinas

foram hidrolisadas a pequenos peptideos (PINHO et al., 2004).

A deteccdo da presenca de leites provenientes de outros animais é um
parametro importante para a qualidade dos queijos, que devem utilizar apenas
de leite de ovelha em sua fabricacdo (RECIO, et al., 2004; VELOSO et al.,
2001). A adicdo ndo mencionada na rotulagem de leite de vaca e proteinas do
soro aos queijos tradicionais de ovelha e cabra é considerada uma adulteracéo,
e diferentes metodologias podem ser uteis na deteccdo destas adigcbes
(FERREIRA et al., 2006; VELOSO et al.,, 2001). As principais metodologias
podem ser divididas em métodos que necessitam de degradacdo quimica das
proteinas (ex.: Kjeldahl), métodos por fixagdo de corantes, métodos
colorimétricos, por espectrometria de absorcdo no infravermelho e ultravioleta,
por fluorescéncia, métodos cromatograficos, electroforéticos e imunologicos
(VELOSO et al., 2001).

Uma metodologia para deteccdo da presenca de leite de vaca ou de
cabra em queijo apenas com leite de ovelha, foi testada utilizando eletroforese
capilar. Os indicadores foram a para-k-caseina caprina e a as;-caseina bovina,
sendo que a metodologia demonstrou ser capaz de detectar teores acima de
2% de leite de cabra e de 5% de leite de vaca para queijos frescos ou
maturados (RECIO, et al., 2004).
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A protedlise tem sido considerada por alguns pesquisadores como a
base para a classificacdo de queijos. Um esquema de amostragem adequado
deve ser observado para o estudo da proteolise durante a maturacdo de
queijos, sendo que a taxa e o padrdo de protedlise podem ser influenciados
pela localizacdo dentro do queijo (SOUSA et al., 2001).

O indice de extensdo da maturacdo estd relacionado a protedlise
primaria. Este indice reflete a quantidade de peptideos derivados da caseina,
que sdo resultado principalmente da acdo direta do coagulante residual
(quimosina e plasmina), retido na coalhada apds a producéo, sobre o substrato
proteina. Os produtos nesta fracdo variam desde peptideos grandes até uma
variedade de peptideos de tamanho médio (PEREIRA et al., 2008; BARROS et
al., 2006; FALLICO et al.,, 2006; SOUSA et al., 2001). A protedlise priméria
pode ser definida como aquelas alteragbes em B-, y- e a-CN, peptideos e
outras bandas menores que s&do detectadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (RANK et al., 1985).

O indice de profundidade da maturacdo tem relagdo com a protedlise
secundéria e esta correlacionado com a quantidade de peptideos de tamanho
pequeno e médio (2 a 20 aminoacidos). O indice de aminoacidos livres também
esta relacionado com a proteolise secundaria, considerando a presenca de
aminoacidos na forma livre (produto final da protedlise), bem como os
peptideos menores que contenham menos de seis residuos aminoacidicos
(PEREIRA et al.,, 2008; PINTADO et al., 2008). Os produtos da protedlise
secundaria podem incluir aqueles peptideos, proteinas e aminoacidos sollveis
na fase aquosa do queijo (FALLICO et al., 2006; RANK et al., 1985), e estdo
relacionadas com a microbiota nativa do leite/queijo ou de culturas adicionadas
durante a fabricacdo (FALLICO et al.,, 2006; MADRAU et al., 2006; SOUSA et
al., 2001). Em experimentos com queijos, 0 aumento na acumulacdo de
aminoacidos essenciais livres foi relacionaddo com maior efetividade e
especificidade da atividade proteolitica de Lactobacillus presentes nas culturas
iniciadoras (MADRAU et al., 2006).
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Uma rapida acumulacdo de aminoacidos livres foi observada durante os
estagios finais da maturacéo do queijo Pecorino Sardo (MADRAU et al., 2006).
Leucina, valina, acido aspartico, acido glutamico e prolina foram os
aminoacidos livres dominantes em queijos portugueses Terrincho, que, de uma
forma geral, apresentaram altos indices de aminoacidos livres (PINTADO et al.,
2008). Além dos aminoacidos observados no queijo Terrincho, lisina,
fenilalanina, isoleucina e serina também estiveram entre o0s principais
aminoacidos detectados em queijo italiano Ragusano (FALLICO et al., 2004).
Os aminoécidos valina, leucina, lisina e fenilalanina estiveram presentes em
altas quantidades durante todo o periodo de maturacdo de queijo Pecorino
Sardo (MADRAU et al., 2006).

A protedlise pode ser avaliada atraves das diferentes fracOes

nitrogenadas em queijos. Os indices proteoliticos principais sdo os seguintes:

- Indice de extensdo da maturacdo: nitrogénio solivel em &gua /
nitrogénio total (PEREIRA et al., 2008; BARROS et al., 2006);

- Indice de profundidade da maturacdo: nitrogénio soltvel em &cido
tricloroacético (TCA) / nitrogénio total (PEREIRA et al., 2008; BARROS
et al., 2006);

- Indice de amino&cidos livres: nitrogénio soltvel em &cido fosfotlingstico
(PTA) / nitrogénio total (PEREIRA et al., 2008).

A utilizacdo de um procedimento de extragcdo aquosa seguido por
andlise da fracdo nitrogenada pode ser usada para avaliar a maturagdo do
queijo. Varias metodologias podem ser utilizadas, entre elas a descrita por
Kuchroo e Fox (1982), onde o queijo triturado e desengordurado €
homogeneizado em uma propor¢ao de 1:2 (p/v) e mantido a 20C, por 20 min.
Apéds, o homogeneizado é aquecido a 40<C, por 1 h, s eguido por centrifugacao
para coletar o liquido sobrenadante (SALLAMI et al., 2004; KUCHROO & FOX,
1982). Kuchroo e Fox (1982) utilizaram solugdo pH 4,6 acidificada com HCI
para extracado desta fracao e encontraram eficiéncia de 95% no primeiro extrato
aquoso. A fragdo é chamada de nitrogénio solivel em agua (WSN) ou
nitrogénio soluvel em pH 4,6 (pH 4,6 SN) (SOUSA et al.,, 2001). Este
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procedimento é utilizado para isolar peptideos pequenos e médios, sendo que
a maioria dos compostos nitrogenados soltuveis em pH 4,6 sdo produzidos pela
acdo do coagulante residual e plasmina (FALLICO et al., 2004; BYNUM &
BARBANO, 1985; RANK et al., 1985).

O fracionamento com TCA promove a precipitacdo de varios compostos
nitrogenados, sendo que Kuchroo e Fox (1982) obtiveram uma precipitacdo de
50% com TCA 12%, incluindo peptideos maiores e alguns de tamanho menor.
A fracdo consiste de peptideos pequenos, acidos graxos livres e outros
compostos nitrogenados produzidos por bactérias iniciadoras e nao iniciadoras
(FALLICO et al., 2004). Esta técnica pode ser utilizada inclusive para sub-

fracionar a fracao nitrogenada soltvel em pH 4,6 (RANK et al., 1985).

A utilizacdo de etanol 70% para a precipitacdo de proteinas e peptideos
em queijos corresponde a quantidade extraida com TCA 12% (FALLICO et al.,
2004; RANK et al., 1985). Kuchroo e Fox (1982) demonstraram, porém, que 0
etanol 70% precipita alguns peptideos de baixos pesos moleculares néo

precipitados por TCA.

O fracionamento por PTA 5% € o mais seletivo e produz uma fracéo
onde somente aminoacidos e peptideos com um peso menor que 600 daltons
séo soluveis (RANK et al., 1985).

Os parametros de textura em queijos podem ser avaliados de forma
guantitativa, utilizando equipamentos analisadores de textura. Entre os
parametros estdo: a dureza, que é definida como a forca (em Newtons, N)
necessaria para alcancar uma determinada deformacéo; a fraturabilidade é a
forca (em N) sob a qual o material sofre uma fratura; a elasticidade é a
extensdo a qual um material deformado retorna a sua condi¢cdo néo deformada,

apos a forca de deformacdo ter sido removida (SALLAMI et al., 2004).

2.5 Legislacdo para Leite e Queijo

Os parametros de qualidade para o leite cru refrigerado séo definidos na
Instrucdo Normativa N° 51, de 18/09/2002, que deter mina padrdes fisico-
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guimicos e microbiolégicos. O leite cru deve ser avaliado quanto aos teores de
gordura e proteina, densidade relativa, acidez em &acido latico, extrato seco
desengordurado, indice crioscépico, contagem padrao em placas, contagem de
células somaéticas, pesquisa de residuos de antibidticos, monitoramento da
temperatura no tanque de conservacgao do leite, de acordo com a frequéncia
recomendada na legislacéo, além de controles diarios na propriedade (BRASIL,
2002a). A Instrucdo Normativa N° 37, de 31/10/2000, fixa as condicbes de
producdo, identidade e requisitos minimos de qualidade do leite de cabra

destinado ao consumo humano (BRASIL, 2000).

No Brasil, o0 MAPA estabeleceu o valor 1.000.000 células/mL de leite
como limite maximo de CCS até julho de 2008, diminuindo progressivamente
para 100.000 células/mL até julho de 2011 (BRASIL, 2002a). Nos Estados
Unidos, o “Food and Drug Administration” (FDA) estabeleceu o valor 1.000.000
células/mL como limite maximo de CCS para ovelhas e cabras (PAAPE et al.,
2007). Para Pirisi et al. (apud JAEGGI et al., 2003), os parametros de qualidade
para CCS sdo: boa (abaixo de 500.000 células/ mL), média (500.000 a
1.000.000 células/mL) e ruim (acima de 1.000.000 células/mL).

A legislacédo brasileira exige que 0s queijos sejam avaliados para
coliformes a 30T, coliformes a 45C, Staphylococcus coagulase positiva,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes e fungos e leveduras, de acordo com a
umidade que o queijo possui, além de teor de umidade e de gordura,
necessarios para a classificacdo do queijo (BRASIL, 1996b).

Segundo a legislacdo, alguns conservantes classificados como
(generally recognized as safe) pelo FDA podem ser utilizados em queijos: acido
propibnico e propionatos e &cido sorbico e sorbatos (maximo 1000 mg/kg de
queijo) para prevencdo de bolores em queijos; nisina (max. 12,5 mg/kg de
queijo) como conservador em queijos; nitrato (max. 50 mg/kg queijo em nitrato
de sadio) (BRASIL, 1996b; JAY, 2000) é adicionado para controlar a formacéo
de gas causada por C. butyricum e C. tyrobutyricum; e &cido caprilico para
prevencdo de bolores em queijos embalados (JAY, 2000). A legislacdo

brasileira determina que possam ser utilizados aditivos na elaboracdo de
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gueijos, tendo em vista para quais classes de queijo seu uso esta autorizado,
ou de acordo com padrdes individuais de certas variedades particulares de
queijo (BRASIL, 1996b).

A Comunidade Européia através do Regulamento N°. 2081/92, de 14 de
julho de 1992, normatizou o procedimento relativo a protecdo das indicacdes
geograficas e denominacdes de origem dos produtos agricolas e dos géneros
alimenticios. A regulamentacdo permite a definicdo de caracteristicas
qualitativas, os méetodos de obtencdo e a delimitacdo da area geografica de
producdo (SCINTU & PIREDDA, 2007; CE, 2002). Um dos objetivos € unificar
os diferentes conceitos para o termo “tipicidade”. A Denominacdo de Origem
Protegida (PDO) e a Indicacdo Geografica Protegida (PGIl) apareceram como
forma de proteger os produtos agroindustriais e recuperar a confianca do
consumidor ao adquirir um produto tipico (SCINTU & PIREDDA, 2007).

Para obter a PDO, o produto deve satisfazer duas condi¢cfes: a matéria-
prima crua deve ser produzida e processada até obter o produto final na area
definida cujo nome acompanha o produto; a qualidade ou caracteristicas do
produto devem ser devidas essencialmente ou exclusivamente as
caracteristicas regionais deste local de origem (clima, solo e conhecimento
tradicional) (PINTADO et al., 2008; SCINTU & PIREDDA, 2007). A PGI também
designa produtos ligados a regido, mas a ligacdo € menos estrita que no caso
da PDO. Um produto com PGI deve também satisfazer duas condi¢des: deve
ter sido produzido na regido geografica cujo nome acompanha o produto, mas
e suficiente que um dos estagios de producédo tenha ocorrido nesta regido
definida. Alguns ingredientes usados na producéao podem vir de outra regidao. A
outra condicdo para a PGI é que deve existir uma ligagdo entre o produto e a
regido que lhe da& nome, porém estas caracteristicas ndo necessitam ser
predominantes ou exclusivas como no caso da PDO (SCINTU & PIREDDA,
2007). A utilizacdo do termo “Queijo da Serra da Estrela”, por exemplo, é
prevista na regulamentacédo de PDO, concedida aos queijos produzidos nesta
regido especifica de Portugal e que sigam os padrdes de identidade e
qualidade definidos na legislacao (TAVARIA et al., 2004). A PDO pode permitir

variacbes no produto, como no caso do queijo Pecorino Sardo, que pode ser
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produzido tradicionalmente com leite de ovelha cru e sem adicdo de cultura
iniciadoras, ou com leite termizado e adicionando-se estas culturas (MADRAU
et al., 2006).

No Brasil, a Lei N° 9.279/96 regulamenta os direitos e obrigacbes
relativos a propriedade industrial, incluindo em seu conteudo as indicacdes
geograficas para produtos alimenticios. Esta lei normatiza a utilizacdo da
indicacdo de procedéncia ou da denominacdo de origem, indicando que seu
uso é restrito aos produtores e prestadores de servigo estabelecidos no local,
exigindo-se, ainda, em relacdo as denominacdes de origem, o atendimento de

requisitos de qualidade (BRASIL, 1996a).

2.6 Bactérias Lacticas

O leite cru constitui boa fonte de bactérias lacticas passiveis de serem
utilizadas pela industria de laticinios nacional, pelo fato de estarem adaptadas
as condicbes do clima e da matéria-prima. As bactérias lacticas (LAB) tém
grande importancia econdmica, ja que de forma natural ou adicionada
intencionalmente, desempenham importante papel na fermentacdo de grande
variedade de alimentos (ALEXANDRE et al., 2002).

As bactérias lacticas constituem um grupo de microrganismos Gram-
positivos e catalase negativos muito heterogéneo. Os doze géneros principais
sdo Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Vagococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Carnobacterium (ALEXANDRE et al., 2002; JAY,
2000; O'SULLIVAN et al., 2002), Oenococcus, Tetragenococcus, Lactosphaera
e Weissella (JAY, 2000). Ap6és os Enterococcus e Lactococcus terem sido
retirados do género Streptococcus, o S. thermophilus passou a ser o mais
importante representante deste género em alimentos. Ja o S. diacetilactis foi
reclassificado como uma cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis que
metaboliza citrato. Outras bactérias relacionadas, mas néo consideradas como
lacticas sdo Aerococcus, Microbacterium e Propionibacterium (JAY, 2000),
apesar de a literatura consultada apresentar algumas divergéncias entre
autores (ALEXANDRE et al., 2002; O’'SULLIVAN et al., 2002).
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As LAB necessitam para seu crescimento de aminoacidos pré-formados,
vitaminas do complexo B e base purina e pirimidina. Embora sejam mesofilicas,
algumas podem crescer abaixo de 5C e outras até 45 T. Com respeito ao pH,
podem crescer em valores entre 3,2 e 9,6, mas a maioria cresce em intervalos
de pH de 4,0 a 4,5. As bactérias lacticas sdo consideradas fracamente

proteoliticas e lipoliticas (JAY, 2000).

As LAB desenvolvem uma rota essencial na fermentacao de alimentos e
sdo empregadas como culturas iniciadoras na producédo de laticinios, carnes e
produtos vegetais. A principal contribuicdo destes microrganismos ao produto €
preservar as qualidades nutricionais do alimento cru, aumentando a vida de
prateleira e inibindo bactérias patogénicas ou deteriorantes. Estudos
demonstraram a inibicdo de Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus
e Clostridium perfringens por inoculacdo com Streptococcus diacetylactis
(O’'SULLIVAN et al., 2002), citado anteriormente como tendo sido reclassificado

a Lactococcus lactis subsp. lactis (JAY, 2000).

Embora o grupo de bactérias lacticas apresente heterogeneidade, todos
0s membros possuem a propriedade de produzir acido lactico a partir de
hexoses. A divisdo do grupo em dois é baseada nos produtos finais do
metabolismo da glicose, sendo que aqueles que produzem &cido lactico como
o principal e unico produto da fermentacdo da glicose sdo chamados
homofermentativos. Os géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus e
Vagococcus sdo homofermentativos, juntamente com alguns Lactobacillus. Os
homolacticos sdo capazes de extrair cerca de duas vezes mais energia de uma
determinada quantidade de glicose, em relacdo aos heterolacticos. Este padréo
homofermentativo €é observado no metabolismo de glicose, mas néo
necessariamente na metabolizacdo de pentoses, quando alguns homolacticos
produzem &cido acético e acido lactico a partir de pentoses. Isso pode ainda
ser observado por alteracdo das condicdes de crescimento, tais como
concentracéo de glicose, pH e limitacdo de nutrientes. As bactérias lacticas que
produzem quantidades molares equivalentes de lactato, diéxido de carbono e
etanol a partir de hexoses séao classificadas como heterofermentativas. Os

géneros Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Carnobacterium, Lactosphaera
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e alguns Lactobacillus sdo heterofermentativos. Os heterolacticos sdo mais
importantes na producdo de componentes relacionados ao sabor e aroma, tais
como acetilaldeido e diacetil (JAY, 2000).

A literatura descreve que a maioria das bactérias lacticas nédo representa
risco a saude do consumidor, embasada no amplo emprego destas no
processamento de alimentos e pela sua utilizagcdo como probidticos, com
importantes resultados benéficos citados em publicagbes (DEL PIANO et al.,
2006; SALMINEN et al., 1998). Existem, porém, relatos do envolvimento de
Lactobacillus, Pediococcus e Lactococcus em infecgcbes, principalmente em
individuos com baixa imunidade, e de expressdo de genes de viruléncia e de
resisténcia a antimicrobianos por bactérias lacticas presentes em alimentos
(KLARE et al.,, 2007). Outra preocupacdo é o0 consumo por individuos
considerados ndo saudaveis. A seguranca das bactérias lacticas tem sido
questionada, em funcdo de casos isolados de infecgdes em humanos (FLOREZ
et al., 2005; SALMINEN et al., 1998). A eficiéncia de uma bactéria lactica
utilizada como probidtico € limitada por fatores como: freqiéncia e forma
adequada de administracdo; selecdo das cepas bacterianas apropriadas;
possiveis efeitos adversos; resposta imune dos probidticos presentes na
mucosa intestinal (PAVAN et al.,, 2003). Os microrganismos probioticos
poderiam estar relacionados com quatro tipos de efeitos adversos: infeccdes
sistémicas, risco de atividades metabdlicas nocivas, risco de imunomodulacao
excessiva, e risco de transferéncia de genes (MARTEAU & SHANAHAN, 2003;
SALMINEN et al., 1998).

Os isolados de bactérias lacticas utilizados em alimentos devem ser
in6cuos aos consumidores dos produtos onde forem aplicados. Para tanto,
existem critérios recomendados pela “Food and Agriculture Organization”
(FAO) e Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para avaliacdo de
microrganismos utilizados em alimentos e as diretrizes recomendadas para
probiéticos. Inicialmente, deve-se proceder a identificacdo do género, espécie e
linhagem, combinando-se testes fenotipicos e genotipicos. A identificacéo e a
pesquisa na literatura podem indicar a seguranca ou nao da bactéria,

descartando-se sua utilizagcdo em alimentos se fosse classificada como né&o
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GRAS. A etapa subsequente de classificacdo deve seguir os testes minimos
recomendados para receber o status GRAS (DEL PIANO et al., 2006;
SALMINEN et al.,, 1998), sendo que a ANVISA nado apresenta metodologias
especificas para comprovacao do status GRAS, inclusive as legislacbes fazem

referéncia aos protocolos e a classificagdo do FDA.

2.6.1 Bactérias Lacticas em Queijos

As bactérias lacticas sdo os microrganismos predominantes durante a
producdo e maturacdo de queijos, desenvolvendo um papel essencial nas
caracteristicas organolépticas dos queijos (PEREIRA et al., 2008; SALLAMI et
al., 2004). O estudo da diversidade das bactérias lacticas envolvidas no
processamento de queijos pode ser til para: diferenciar os queijos; estabelecer
os efeitos dos parametros tecnoldgicos sobre a especificidade da microbiota do
gueijo; desenvolver um sistema para estudo da dinamica microbiana nas
fermentacdes mistas; avaliar a contribuicdo real das diferentes espécies para a
maturacdo dos queijos; obter informacbes sobre a diversidade microbiana
(CODA et al.,, 2006; DE ANGELIS et al.,, 2001). Tais informac¢des poderiam
permitir a selecdo das cepas adequadas para serem introduzidas como
culturas iniciadoras em queijos com leite pasteurizado, de forma a reproduzir o
sabor obtido em queijo fabricado com leite cru, ou a acelerar a maturacédo do
queijo (DE ANGELIS et al., 2001).

A capacidade de produzir &cido lactico a partir da lactose é
provavelmente a propriedade mais importante destas bactérias. Isto auxilia na
reducdo do pH, que por sua vez provoca a expulsdo de soro da coalhada.
Desta forma, ocorre diminuicdo no conteudo de umidade e no risco de
deterioracdo microbiolégica. Durante a maturacdo do queijo, microrganismos
patdgenos sao normalmente inibidos por bactérias lacticas. Este efeito
depende do consumo de lactose com a consequente producdo de acido lactico
e reducdo de pH, criando um ambiente desfavoravel para o crescimento de
patégenos (CARIDI, 2003). Varia¢ces sédo observadas com relacdo a producéo
de &cido lactico, sendo que L. casei e L. plantarum, por exemplo, produzem

acima de 1,5% com uma temperatura de crescimento 6timo de 30C, enquanto
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L. acidophilus e L. bulgaricus podem produzir acima de 3% de acido lactico em
uma temperatura 6tima de 40C (JAY, 2000).

Nos ultimos anos, € crescente o interesse nos estudos genotipicos e
fenotipicos sobre o0s isolados obtidos em queijos artesanais produzidos
principalmente sem a adicdo de culturas iniciadoras. O aumento das
informacdes sobre a populacdo microbiana presente em produtos lacteos pode
ajudar a prevenir a perda da biodiversidade microbiana em alimentos tipicos e,
consequentemente, manter a grande variedade de queijos produzidos por
diferentes métodos. A populagdo microbiana enddgena presente no leite cru
pode ser conservada e selecionada durante a producéo do queijo (MADRAU et
al., 2006; MARTUSCELLI et al., 2005; FORTINA et al., 2003).

Dentre as bactérias que convertem lactose em acido lactico, usualmente
estdo incluidas L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris ou L. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis. Quando compostos envolvidos em sabor e
aroma sado desejados nos queijos, as bactérias lacticas utilizadas incluiréo
heterolaticas, tais como Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, L. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis ou Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum (JAY, 2000).

O interesse no carater unico de um produto tradicional e fabricado de
forma artesanal, especialmente aqueles com a Denominacdo de Origem
Protegida (DPO), tem aumentado o interesse na caracterizacdo das cepas
enddgenas envolvidas na producéo de queijos (DELGADO & MAYO, 2004). Na
avaliacdo de bactérias lacticas em queijos do Azeitdo, Evora, Serpa, Serra da
Estrela e La Serena, as espécies mais frequentes foram Lactococcus lactis,
Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum,
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus acidophilus, Leuconostoc
dextranicum, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis e Pediococcus
spp. (FREITAS & MALCATA, 2000). A avaliacdo em queijos italianos

produzidos com leite ovino identificou varias espécies de Lactobacillus, mas
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Lactobacillus plantarum e Lactobacillus paracasei foram dominantes (CODA et
al., 2006).

As bactérias Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp.
lactis, Enterococcus spp., Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus
helveticus e Lactobacillus brevis foram as espécies isoladas em diferentes
tempos de maturacdo de queijo Pecorino Sardo tradicional, sendo que as
mesmas haviam sido identificadas em leite cru de ovelha (MADRAU et al.,
2006).

2.6.2 Culturas Iniciadoras e nao Iniciadoras em Queijos

As bactérias lacticas sdo usadas como iniciadoras (starter) naturais ou
selecionadas nos processos fermentativos em alimentos, onde produzem
acidificacdo, devido a producdo dos acidos lactico e acético, e compostos
relacionados ao sabor. As culturas iniciadoras produzem uma ampla variedade
de metabolitos antimicrobianos, incluindo acidos organicos, diacetil, acetoina,
peréxido de hidrogénio, compostos antifungicos (acidos graxos ou acido
fenilacético) e bacteriocinas. Esta atividade antimicrobiana pode contribuir para
a melhoria da qualidade de alimentos fermentados, por exemplo, no controle de
patogenos, aumentando a vida de prateleira e melhorando as caracteristicas
sensoriais (CORSETTI et al., 2004; O"'SULLIVAN et al., 2002; BLAIOTTA et al.,

2001; JAY, 2000).

As bactérias iniciadoras podem ser divididas em dois grupos: iniciadoras
primarias e iniciadoras secundarias. A rota das culturas iniciadoras primarias €
garantir um desenvolvimento consistente de acido durante a producdo do
queijo. Este grupo esta envolvido na degradacéo de proteina e gordura durante
a maturacdo. As culturas neste grupo também desenvolvem um papel
importante na producéo biologica do produto, por exemplo, diminuindo o pH e
produzindo bacteriocinas (EL SODA et al., 2000). As iniciadoras secundarias
representam culturas que sao adicionadas a uma variedade limitada de queijos
a fim de desempenhar fungdes bem definidas. Como exemplos, a
Propionibacterium shermanii subsp. freudenreichii em queijo tipo Suico para
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assegurar a producdo de gas, e Brevibacterium linens para contribuir na
coloracdo de queijos maturados superficialmente. Penicillium roqueforti e
Penicilium camemberti também podem ser considerados como
microrganismos iniciadores secundarios. Além disso, bactérias iniciadoras
secundérias, através de seus sistemas enzimaticos diversos, podem estar
também altamente envolvidas no processo de maturacdo. Suas contribuicbes
sao indispensaveis para o desenvolvimento do sabor de muitos queijos, tais
como Roquefort, Emmental, Camembert e Limburger (SOUSA et al., 2001; EL
SODA et al., 2000).

A diversidade de culturas iniciadoras usadas na fermentagdo lactea
industrial € baixa e existe um aumento na demanda de novas cepas (bactérias
lacticas iniciadoras e nao iniciadoras) para producao de queijos, ja que podem
apresentar efeitos benéficos sobre as caracteristicas dos queijos. Embora a
composicdo e desempenho possam ser variaveis, as culturas iniciadoras
naturalmente encontradas tém propriedades interessantes: sdo relativamente
imunes ao ataque por fagos; sdo capazes de produzir bacteriocinas; sdo uma
fonte rica de biotipos diferentes, contribuindo para a producdo do sabor e
aroma dos queijos tipicos (DELGADO & MAYO, 2004; FORTINA et al., 2003).
Por outro lado, a presenca de quantidades relevantes de aminas biogénicas
pode estar relacionada a atividade de bactérias lacticas iniciadoras em queijos,
onde as peptidases liberadas por estes microrganismos seriam essenciais para
fornecer os aminoacidos precursores para a producdo das aminas
(MARTUSCELLI et al., 2005).

As culturas iniciadoras podem consistir em linhagens isoladas ou mistas.
Os Lactococcus geralmente correspondem a 90% de culturas iniciadoras
mistas para produtos lacteos e uma boa cultura converte a maior parte da
lactose a acido lactico. A acidez titulavel pode aumentar a 0,8-1%, calculado
como &cido lactico, e o pH normalmente diminui para 4,3-4,5 (JAY, 2000). As
culturas iniciadoras comumente utilizadas na fabricagcdo de queijos incluem as
espécies mesofilicas de Lactococcus e Leuconostoc, e as espécies termofilicas
de Lactobacillus e Streptococcus thermophilus. A principal rota estd na

producdo de acido lactico e diminuicdo do pH. Embora as bactérias lacticas
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tenham limitada  atividade  proteolitica, possuem um  sistema
proteinase/peptidase muito abrangente, capaz de hidrolisar oligopeptideos a

pequenos peptideos e aminoacidos (SOUSA et al., 2001).

A selecao da cultura iniciadora pode diferir de acordo com o tipo de
queijo, em funcdo da quantidade de calor aplicada a massa coalhada. S.
thermophilus é utilizado para producédo de acido em coalhadas que passam por
coccdo, devido a sua maior tolerancia ao calor. Podem ser utilizadas ainda
combinacgdes entre Streptococcus thermophilus e L. lactis subsp. lactis em
coalhadas que recebem cocc¢do intermediaria (DELGADO & MAYO, 2004;
FORTINA et al., 2003). O S. thermophilus foi identificado em queijo Pecorino
Sardo e pode ser inoculado em leite termizado para producédo deste queijo em
escala industrial (MADRAU et al., 2006). As bactérias lacticas em leite cru de
ovelha e queijo Pecorino Sardo fabricado de maneira tradicional foram
identificadas e selecionadas, em funcdo da acidificacdo, crescimento e
atividade proteolitica. Esta selecdo permitiu a preparacdo de culturas
iniciadoras autoctones para inoculagdo em queijos, incluindo espécies
potencialmente probidticas, como Lb. casei subsp. casei (MADRAU et al.,
2006).

As cepas de Lactococcus vém sendo usadas como iniciadoras para a
fabricacdo de queijos e outros produtos lacteos fermentados. Dentre as
diferentes espécies incluidas, somente Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris tém importancia tecnolégica (DELGADO &
MAYO, 2004). Durante o periodo inicial de processamento de queijo de leite de
ovelha, predominam os Lactobacillus mesofilicos, sendo Lactobacillus casei
subsp. casei, L. casei subsp. pseudoplantarum, Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei e Lactobacillus plantarum como os mais freqientemente isolados
(DE ANGELIS et al., 2001).

O envolvimento das bactérias lacticas nao iniciadoras durante a
maturacdo dos queijos ainda ndo esti elucidado, embora se saiba que a
inclusdo de culturas auxiliares ou o uso de leite cru durante a fabricacdo dos

queijos aumenta o nivel de aminoacidos, peptideos, e acidos graxos livres,
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acentuando o sabor e o aroma e acelerando o periodo de maturagdo (DE
ANGELIS et al., 2001; RODRIGUEZ et al., 2000). Os niveis de bactérias
lacticas em leite cru tém diminuido na Europa, devido a refrigeracéo do leite e a
aplicacdo das normas de higiene. Por outro lado, 0 nimero de cepas usadas
na fermentacgéo lactica industrial é relativamente baixo. O leite cru representa
uma importante fonte de novas cepas com potencial para inibir a microbiota
indesejada e para ser usado na biopreservagdo de laticinios (RODRIGUEZ et
al., 2000).

As bactérias lacticas nado iniciadoras normalmente encontram-se em
pequeno numero na coalhada fresca, sendo a microbiota dominante do queijo
apos maturacdo. Em contraste as culturas iniciadoras, estas bactérias toleram
o ambiente desfavoravel do queijo durante a maturacdo (CODA et al., 2006; DE
ANGELIS et al., 2001). Durante esta fase, observa-se umidade de 32 a 39%,
com 4 a 6% de sal, pH entre 4,9 e 5,3 e uma deficiéncia de nutrientes (DE
ANGELIS et al., 2001). Estas bactérias crescem em temperaturas baixas, sao
acido-tolerantes, suportam a perda de carboidratos fermentaveis, baixa a,, € a
presenca de bacteriocinas. As bactérias lacticas ndo iniciadoras encontram
componentes para seu crescimento no periodo de maturacdo de queijos
maturados (ex.: lactato, citrato, glicerol, aminoacidos e outros metabdlitos)
(CODA et al., 2006).

As bactérias lacticas nédo iniciadoras tém demonstrado contribuir no
desenvolvimento de sabor em algumas variedades de queijos e podem ser
consideradas como um contaminante desejavel. Cepas de Lactobacillus séo os
mais comuns e encontradas em grandes quantidades. L. casei, L. paracasei, L.
plantarum e L. curvatus sdo as espécies predominantes. Pediococcus e
Enterococcus também sdo membros do grupo de bactérias néo iniciadoras,
mas normalmente presentes em menor nimero (EL SODA et al., 2000). Dentre
as bactérias ndo iniciadoras encontradas em queijo Cheddar, 64% foram
espécies de Lactobacillus, 32% Streptococcus thermophilus e 4% espécies de
Lactococcus (SWEARINGEN et al., 2001).
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Culturas adjuntas podem ser definidas como linhagens selecionadas de
microrganismos relacionados aos queijos e que sdo adicionados durante a
producdo destes alimentos para melhorar a qualidade sensorial ou acelerar o
processo de maturagdo, diminuindo assim o custo de processamento. Ao
contrario das bactérias nado iniciadoras que estdo naturalmente presentes, as
culturas adjuntas s&o especificamente selecionadas e intencionalmente
adicionadas para suplementar a microbiota e aprimorar a qualidade do queijo
pronto (EL SODA et al., 2000).

As pesquisas com culturas adjuntas tém estudado a aplicacédo de
culturas ndo viaveis (atenuadas) ou viaveis (ndo atenuadas) em queijos. No
segundo caso, buscam-se formas de aplicar as enzimas microbianas
intracelulares e garantir sua distribuicédo e rapida liberacdo durante o processo.
A sele¢cdo das culturas adjuntas apropriadas deve estar baseada na
capacidade de desenvolvimento das caracteristicas sensoriais, mas
principalmente nos perfis enzimaticos (nivel e especificidade das enzimas) e
propriedades autoliticas. As culturas podem ser selecionadas em funcdo de
possuir aminopeptidases altamente especificas, garantindo a reducdo de sabor
amargo em queijos, por exemplo. Ja a autolise de culturas iniciadoras e
adjuntas durante o processo de maturacdo resulta na liberacdo de enzimas
intracelulares na matriz da coalhada, intensificando o desenvolvimento de
sabor e aroma (EL SODA, et al, 2000).

Os queijos Cheddar produzidos com culturas adjuntas, que incluiam
Lactobacillus, apresentaram valores significativamente menores de dureza,
fraturabilidade e elasticidade. A utilizagdo da cepa Lb. bulgaricus UL12 aliada a
outra cepa produtora de nisina causou um aumento na protedlise do queijo e
um melhora na textura do queijo Cheddar (SALLAMI et al., 2004).

O Lactobacillus helveticus tem sido usado como cultura adjunta na
producdo de queijos semi-duros com baixo teor de gordura, promovendo
aumento dos niveis de protedlise, diminuicdo do sabor amargo e intensificagéo
dos sabores desejaveis (BARROS et al., 2006).



67

Embora a maioria dos queijos maturados seja resultado de atividades
metabdlicas de bactérias lacticas, varias queijos tradicionais possuem
caracteristicas particulares devido a utlizacdo de outros tipos de
microrganismos. Em queijo Suico, uma cultura mista de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e S. thermophilus é aliada a uma cultura de Propionibacterium
shermanii, adicionada em fun¢éo do desenvolvimento de sabor e da formagé&o
de olhaduras no queijo. Para producdo de queijos azuis, como o Roquefort, a
coalhada € inoculada com esporos de Peniciilium roqueforti, que afeta a
maturacdo do queijo e € responsavel pelo aparecimento das veias verde-
azuladas caracteristicas deste tipo queijo. De uma maneira similar, o leite ou a

superficie do queijo Camembert é inoculada com esporos de Peniciilium
camemberti (JAY, 2000).

2.6.3 Bacteriocinas produzidas por Bactérias Lacticas

Estudos demonstram que as bacteriocinas podem ser isoladas a partir
de diferentes alimentos contendo bactérias lacticas, indicando muitas destas
substancias vem sendo consumidos ha tempos e que sua reintrodugdo em
alimentos ndo estaria associada a problemas de seguranca dos alimentos ou
toxicolégicos (O’'SULLIVAN et al., 2002). Recentemente, o foco tem sido no uso
de bactérias lacticas como probioticos, sendo que os beneficios deste uso
podem ser atribuidos as bacteriocinas produzidas por elas (YAMATO et al.,
2003). Varias cepas de bactérias lacticas associadas a alimentos produzem
bacteriocinas, definidas como compostos protéicos com atividade

antimicrobiana contra espécies relacionadas (RODRIGUEZ et al., 2000).

As bacteriocinas sdo compostos antimicrobianos produzidos por
diferentes espécies bacterianas. Sao peptideos ou pequenas proteinas que
inibem microrganismos através do modo de acéo bactericida ou bacteriostatico.
Um microrganismo produtor de bacteriocina fica protegido contra seu proprio
composto antimicrobiano por um sistema de imunidade, que é expresso
concomitantemente ao peptideo antimicrobiano (CORSETTI et al., 2004;
O’SULLIVAN et al., 2002; YAMATO et al., 2003).
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As bacteriocinas produzidas por bactérias lacticas sdo divididas em
classes. A Classe | consiste de pequenos peptideos termoestaveis que séo
caracterizados pela presenca de aminoacidos sulfurados modificados, como
lantionina, B-metil-lantionina e deidrobutirina, normalmente referidos como
lanbidticos. A Classe Il compreende um grupo de peptideos ndo-modificados,
hidrofobicos e termoestaveis, com tamanhos menores que 10 kDa. A Classe llI
consiste em bacteriocinas termolabeis e hidrofilicas, com tamanhos acima de
30 kDa (NASCIMENTO et al., 2008; CORSETTI et al., 2004; O’'SULLIVAN et
al., 2002).

A nisina € uma bacteriocina produzida por Lactococcus lactis que foi
patenteada em 1954, na Inglaterra, para ser utilizada em queijos para controlar
defeitos causados por Clostridium (JAY, 2000). E efetiva contra patdgenos
presentes em alimentos, como a Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, € muitos outros microrganismos Gram-positivos que
deterioram alimentos. A nisina é uma bacteriocina considerada com status
GRAS de FDA para utilizagdo em alimentos, sendo a mais estudada e com
aplicacdo ampla na induastria alimenticia (JAY, 2000; CARIDI, 2003;
O’SULLIVAN et al., 2002). E usada como aditivo alimentar em mais de 40
paises, particularmente, em queijo processado, produtos lacteos e alimentos
enlatados. Nestes casos, a bacteriocina é incorporada ao produto como um pé
concentrado (CARIDI, 2003; O’'SULLIVAN et al., 2002).

A nisina é utilizada na prevencéo da formacgéo de olhaduras defeituosas
em queijos, sendo que sua aplicagcdo inclui a inibicdo de Listeria
monocytogenes em queijo Camembert ou em queijos tipo Ricotta, e de L.
innocua em queijo Manchego (RODRIGUEZ et al., 2000; RODRIGUEZ et al.,
2001). Estudos demonstraram que nisina adicionada ao leite na producao de
gueijo branco, ou produzida in situ por Lactococcus lactis subsp. lactis em
gueijo semi-duro, mostrou efeito bactericida sobre S. aureus, mas a completa
eliminacdo do patdgeno foi obtida com a adicdo de nisina em diferentes etapas
do processo (ARQUES et al., 2005). Uma alternativa para introduzir as
bacteriocinas nos alimentos seria 0 uso de culturas vivas, que produziriam 0s
compostos in situ (CARIDI, 2003; O'SULLIVAN et al., 2002).
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Uma cepa produtora de nisina, Lactococcus diacetylactis UL719,
aumentou mais rapidamente os niveis de aminoacidos livres durante a
maturacdo de queijo Cheddar, comparada a cepas de Lactobacillus. Isso pode
ser atribuido a autdlise da subpopulagdo de culturas iniciadoras sensiveis a
nisina (SALLAMI et al., 2004).

A lacticina 3147 tem sido eficiente na inibicdo de L. monocytogenes em
queijo Cottage e controle do crescimento de bactérias lacticas ndo iniciadoras
em queijo Cheddar. A pediocina PA-1 produzida por cepas de Pediococcus e
Lactobacillus reduziu os niveis de L. monocytogenes sobre a superficie de
queijo Munster (RODRIGUEZ et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2001). Este
efeito de controle de L. monocytogenes por pediocina produzida por
Lactococcus lactis também foi observado em queijo Cheddar (JAY, 2000).

As bacteriocinas de Enterococcus tém demonstrado uma forte atividade
anti-Listeria em leite e queijos (RODRIGUEZ et al., 2000; RODRIGUEZ et al.,
2001). Estudos demonstraram que Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei e
Lactococcus lactis subsp. lactis estdo envolvidos na producéo de bacteriocinas

em queijos produzidos com leite ovino (CARIDI, 2003).

A atividade antibacteriana de peptideos obtidos a partir dos extratos
soliveis em agua de nove variedades de queijos italianos foi testada por
Rizzello et al. (2005). Os queijos manufaturados a partir de leite de ovelha,
vaca ou cabra apresentaram potencial para gerar peptideos similares com
atividade antimicrobiana (RIZZELO et al., 2005). Outros peptideos bioativos ja
haviam sido encontrados em queijos: a as;-casoquinina atua no controle da
pressao arterial (fragmento 22-30 da aS1-CN ovina em Pecorino Romano, e
fragmento 24-33 da aS1-CN bovina em Canestrato Pugliese); a isracidina
(fragmento 10-21 da aS1-CN ovina em Pecorino Romano) e a kappacina
(fragmento 106-169 da k-CN bovina em Canestrato Pugliese e Crescenza),
ambas com atividade antibacteriana; a casoplatelina com atividade
antitrombdética (fragmento 106-115 da k-CN bovina, em Canestrato Pugliese e

Crescenza); e a B-casomorphina-11 que atua como opidide (fragmento 60-68
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da B-CN caprina, em queijo Caprino del Piemonte) (RIZZELO et al., 2005;
SPADOTI & MORENO, 2008).

2.6.3.1 Fatores que afetam as bactérias lacticas produtoras de bacteriocinas

Ha um interesse crescente no uso das bacteriocinas como conservantes
naturais em alimentos, o que tem levado a pesquisa destas proteinas
inibidoras. A aplicacdo é limitada por propriedades individuais, tais como
espectro de inibicdo, estabilidade térmica, solubilidade, entre outras. Para
aplicacdo em alimentos, deveriam ser considerados os seguintes pontos na
selecdo de cepas produtoras de bacteriocinas: a cepa produtora ser
reconhecida como segura; a bacteriocina ter um amplo espectro de inibicao,
incluindo Listeria monocytogenes e Clostridium botulinum, ou ser especifica
contra um patodgeno particular; ser estavel ao calor; ndo estar associada com
riscos a saude; proporcionar efeitos benéficos ao produto, como seguranca,
qualidade e sabor; e ter uma atividade altamente especifica (O’'SULLIVAN et
al., 2002).

As condigbes ambientais ideais para que a bactéria produtora produza
bacteriocinas devem ser observadas, considerando-se temperatura, pH,
atmosfera e composicdo do meio de cultura ou do alimento. As temperaturas
de incubacao e os valores de pH aos quais as bactérias estdo expostas podem
afetar a produgéo de bacteriocinas, sendo que devem ser testadas diferentes
faixas de temperaturas e pH. Podem ser avaliados os valores padrdo para
crescimento da bactéria citados na literatura, bem como as condi¢cfes as quais
o alimento serd submetido, como no caso da maturacdo de queijos. Esta
avaliacdo torna-se necessaria, porque a temperatura e pH 6timos para
crescimento bacteriano podem nao ser oS mesmos que para a producéo de
bacteriocinas (CARIDI, 2003; GANZLE et al., 2000). As condi¢cdes 6timas de
producdo das bacteriocinas ndo coincidiram com as do crescimento bacteriano
para Leuconostoc mesenteroides L124 e Lactobacillus curvatus L442. Para

crescimento das bactérias, os valores de pH foram 6 a 6,5, em temperatura de
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30C, e para a producédo de bacteriocina foram pH 5,5 a 25C (BROMBERG et
al., 2006).

Como as bacteriocinas possuem natureza protéica, a composicao
nutricional do meio deve fornecer compostos nitrogenados para a producdo
destas substancias (BROMBERG et al, 2006; GANZLE et al., 2000;
RODRIGUEZ, 2000). A presenca de substancias inibidoras pode afetar o
metabolismo das bactérias lacticas, comprometendo seu desenvolvimento e a
sintese de bacteriocinas. A atmosfera gasosa pode atuar como um fator
estimulante ou limitante para crescimento das bactérias lacticas e,
consequentemente, para producdo de bacteriocinas. A literatura relata ainda
que algumas bactérias produzem bacteriocinas em condi¢cdes de estresse e
que a presenca de microrganismos competidores pode ser um fator para
estimular a producdo de bacteriocinas, jA& que estas atuam como um

mecanismo de defesa das bactérias produtoras (NEYSENS et al., 2003).

Outro fator que pode interferir na avaliacdo real da atividade da
bacteriocina é a presenca de outros compostos produzidos pelas bactérias
lacticas, que possuem acgdo antimicrobiana, como 4&cidos, peroxido de
hidrogénio, gas carb6nico, &lcool e aldeido. Alguns reagentes devem ser
adicionados ao meio, para que estes compostos ndo gerem erros de
interpretacdo dos resultados atribuidos as bacteriocinas (CARIDI, 2003;
BROMBERG et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2000).

2.6.3.2 Fatores que influenciam a eficacia da bacteriocina no alimento

A contaminacdo inicial do produto influenciara a atividade das
bacteriocinas, ja que 0s microrganismos presentes poderdo produzir enzimas
ou metabolitos que afetem a integridade destes compostos. A presenca de
microrganismos proteoliticos, ou mesmo de enzimas proteoliticas isoladas,
poderia afetar a eficacia da bacteriocina, devido a sua natureza protéica. Por
este motivo, os estudos para verificar a eficacia da bacteriocina devem utilizar
diferentes enzimas proteoliticas e verificar se acarretam perda de sua atividade
antimicrobiana (GANZLE et al., 2000; RODRIGUEZ, 2000; YAMATO et al.,
2003).
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As condicbes de temperatura empregadas no processamento do
alimento devem ser definidas tendo como base a termoestabilidade da
bacteriocina aplicada neste alimento e a combinacédo de tempo e temperatura
gue a bacteriocina suporta. Geralmente, sdo testadas temperaturas de
congelamento, de refrigeracdo e de aquecimento que chegam até 121<C para
avaliar a estabilidade térmica da bacteriocina (BROMBERG et al., 2006;
RODRIGUEZ et al., 2000; YAMATO et al., 2003). Da mesma forma, o pH da
formulacdo do alimento é um limitante, jA que pode afetar a estabilidade ou
diminuir o efeito das bacteriocinas. Os valores de pH normalmente testados
para avaliar a estabilidade e atividade das bacteriocinas variam na faixa entre 2
e 12 (BROMBERG et al., 2006; GANZLE et al., 2000; RODRIGUEZ et al.,
2000; YAMATO et al., 2003).

As bacteriocinas podem ainda ser precipitadas, complexadas ou
inativadas na presenca de alguns metais, sais, residuos de solventes,
emulsificantes ou detergentes presentes em compostos que entrem em contato
com o alimento (BROMBERG et al., 2006). Deve-se observar também que sua
eficAcia depende da utilizacdo de concentragbes adequadas para o alimento
em teste, sendo necessaria a determinagdo da curva dose-resposta frente a
diferentes bactérias (GANZLE et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2000; YAMATO
et al., 2003). Além disso, a susceptibilidade dos microrganismos presentes
(O’'SULLIVAN et al., 2002), a fase da curva de crescimento microbiano onde se
encontram e o grau de injuria dos microrganismos interferem em sua reducao
ou eliminacdo pelas bacteriocinas. Estes parametros podem ser avaliados,
simulando diferentes condicbes de temperatura, de pH e de composicdo de
meio, frente a diferentes microrganismos, para avaliar a atividade em cada uma
das condigGes isoladas ou combinadas (GANZLE et al., 2000). A literatura cita
que agentes quelantes como EDTA, acidos graxos ou aplicacdo de estresse
subletal, como calor ou congelamento, pode romper a camada de
lipossacarideo da parede celular das bactérias gram-negativas, aumentando
sua sensibilidade as bacteriocinas (GANZLE et al., 2000).

A nisina é uma molécula solivel na fase aquosa e liga-se aos

fosfolipidios da membrana celular bacteriana, podendo atuar através da
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formacao canais ibnicos. Sua atividade pode afetada pela caracteristicas fisico-
quimicas do alimento, como umidade, pH, gordura, concentracdo, ou ainda
pela utilizacdo da bacteriocina nisina purificada ou sua producgao in situ pela
aplicacdo da bactéria que a produz (GLASS & DOYLE, 2005). As bactérias
produtoras de nisina apresentam menores taxas de desenvolvimento de acidez
no alimento, atividade proteolitica limitada e menor capacidade de fermentar
sacarose (O’'SULLIVAN et al., 2002). No caso da atividade antibotulinica em
gueijos (GLASS & DOYLE, 2005; O'SULLIVAN et al., 2002), observou-se que 0
efeito € diminuido em pH neutro, provavelmente porgue sua solubilidade é
muito maior em pH 2 do que em pH 8. Os teores elevados de gordura também
afetaram negativamente o efeito antimicrobiano da nisina. A explicacéo
provavel para o efeito da gordura poderia ser a formacdo de um ambiente
seguro para a bactéria, protegendo-a dos antimicrobianos presentes na fase
aquosa do produto. Além disso, a porgcdo lipofilica dos compostos
antimicrobianos poderia interagir com as moléculas de gordura em maior grau,
do que com os fosfolipidios das membranas bacterianas, diminuindo assim seu
efeito sobre estas (GLASS & DOYLE, 2005).

A utilizacdo de nisina em queijos interfere na eficAcia da cultura
iniciadora e na maturacdo do queijo, o que diminui o interesse para utilizacao
nestes produtos (O'SULLIVAN et al, 2002). Além disso, um estudo
comparativo entre lacticina, enterocina e nisina, em queijo produzido com leite
cru, observou que apo6s 60 dias a atividade da nisina diminui, provavelmente
devido a elevacgéo do pH no queijo (RODRIGUEZ et al., 2001).

Estudos demonstraram que a nisina apresenta baixa atividade em
temperaturas inferiores a 7<C, porque, nestas condi ¢des, ocorre a alteracao da
disposicdo das moléculas presentes na membrana citoplasmatica de alguns
microrganismos, ocasionando diminuicdo da fluidez e podendo inibir a insercéo
deste composto (BROMBERG et al.,, 2006). Este resultado indicaria ser

inadequada sua utilizagéo em alimentos refrigerados.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho sdo apresentados na forma de artigos
enviados para publicacdo em revistas cientificas, sendo que cada subtitulo

deste capitulo corresponde a um destes artigos.

3.1 Parametros microbiologicos e fisico-quimicos du rante a producéo e

maturacdo do queijo Fascal produzido com leite de o velha

Céassia Regina Nespolo, Jaslin Alexandra Settin Taff arel, Adriano
Brandelli

- Submetido ao Acta Scientiae Veterinariae

3.2 Production of bacteriocin-like substances by la ctic acid bacteria
isolated from regional ovine cheese

Nespolo, Cassia Regina; Brandelli, Adriano

- Submetido ao Brazilian Journal of Microbiology

3.3 Characterization of ovine Fascal cheese produce d with autochthonous
cultures
Céssia Regina Nespolo, Ana Paula Folmer Correa, Ana  Carolina Ritter

and Adriano Brandelli

- Submetido ao Journal of Dairy Research
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3.4 Effect of calcium on ovine caseinate functional properties
Céassia R. Nespolo, Anselmo D. Reggiardo, Manuel A. Mancilla

Canales, Estela M. Alvarez, Adriano Brandelli, Patr icia H. Risso

- Submetido ao Food Hydrocolloids

3.5 Acid Aggregation and Gelation of Ovine Caseinat  e. Effect of Sucrose
and Lactose
Céassia R. Nespolo, Maria E. Hidalgo, Jorge R. Wagne r, Adriano
Brandelli , Patricia H. Risso

- Submetido ao Journal of Agricultural and Food
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3.1 ARTIGO 1

3.1.1 Parametros microbiolégicos e fisico-quimicos durante a producdo e
maturacdo do queijo Fascal produzido com leite de ovelha

Microbiological and physicochemical parameters during the production and
ripening of Fascal cheese from ewe’s milk

3.1.2 Resumo

A producéo de produtos lacteos de ovelha pode proporcionar uma alternativa
rentavel, em relagdo aos produtos de leite bovino, devido ao sabor e textura
especificos. Leites ovino e caprino podem ser utilizados em diferentes
aplicacoes e tem-se tornado um meio muito importante para a economia em
regides geograficas subdesenvolvidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
gualidade o leite de ovelha e do queijo Fascal produzido com este leite, na
regido metropolitana de Porto Alegre, RS. As amostras de queijo foram
analisadas no 1° 30° 60° e 90° dias de maturacdo para verificar possiveis
alteracdes nos parametros microbiolégicos e fisico-quimicos. Estas amostras
foram mantidas em camara refrigerada durante o periodo de maturagdo. Os
resultados indicaram auséncia de Salmonella spp. em todas as amostras
analisadas. As contagens de aerdébios mesofilos, Staphylococcus coagulase
positiva, coliformes totais e coliformes fecais obtiveram resultados
considerados aceitaveis, de acordo com a legislacdo brasileira para cada
alimento. Os parametros fisico-quimicos em leite ovino apresentaram valores
semelhantes aos encontrados em amostras de leite de ovelha provenientes do
sul do Brasil. Em funcdo dos resultados, concluimos que as caracteristicas
fisico-quimicas do queijo foram modificadas durante a maturagdo, com
diminuicdo no conteado de umidade e aumento nos teores de proteina e
gordura. O produto final foi classificado como um queijo gordo e de baixa

umidade.

Descritores : queijo; leite de ovelha; maturagéo; avaliagdo da qualidade.
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3.1.3 Abstract

Production of dairy products from ewes can provide a profitable alternative to
cow milk products owing to their specific taste and texture. Sheep and goat
milks can be used for different purposes and has become a very important
mean for the economy in undeveloped geographic areas. The main objective of
this study was to evaluate the quality of ewe milk and Fascal cheese produced
in the metropolitan area of Porto Alegre, RS, Brazil. Cheese samples were
analyzed on the 1%, 30", 60" and 90™ days to detect possible microbiological
and physicochemical changes. They were kept refrigerated during ripening. The
results indicated the absence of Salmonella spp. in all the samples evaluated.
The counts of aerobic mesophilic, coagulase-positive staphylococci, total
coliforms and faecal coliforms conformed to the Brazilian official requirements
for these products. The physicochemical parameters showed that in general the
ovine milk analyzed had similar values to those observed in the south of Brazil.
According to the results, it was concluded that the physicochemical
characteristics of the cheese were altered during the ripening, showing moisture
losses and a rise in the concentrations of protein and fat. The final product was
classified as a cheese with high fat content and low moisture.

Keywords : cheese; ovine milk; ripening; quality evaluation.

3.1.4 Introducéo

O rebanho ovino é o quarto no Brasil e o Rio Grande do Sul é principal
produtor [11]. O leite de ovelha corresponde a 1,3% da producdo mundial [7],
com destaque para a producdo de queijos finos na Europa [19]. No Brasil, os
primeiros ovinos da raga Lacaune foram introduzidos em 1992 e estdo bem
adaptados as condi¢fes de clima e alimentacdo do sul do pais, com produc¢éo
de leite média diaria de 1,3 L por ovelha [2]. O leite de ovelha é uma matéria-
prima valores de proteina, gordura, cinzas e densidade maiores, em

comparacao ao leite bovino [18].

A producdo de queijos com leite ndo submetido ao tratamento térmico é

permitida pela legislacdo brasileira, desde que o periodo de maturacao seja
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maior que 60 dias [12]. O leite de ovelha cru contém um ndmero muito maior de
cepas diversas [5] e constitui boa fonte de bactérias lacticas, que
desempenham importante papel na fermentacdo e nas caracteristicas
sensoriais dos produtos lacteos [6]. Por outro lado, a utilizacdo deste leite cru
pode favorecer patégenos contaminantes, como coliformes termotolerantes e
Escherichia coli [3], e levar a surtos associados com Staphylococcus nestes

produtos [1].

A criacdo de ovelhas para producao de leite e de queijos no RS despertou
0 interesse no acompanhamento ao longo das etapas de fabricacdo do queijo
Fascal, o primeiro desenvolvido no Brasil, produzido com leite cru de ovelha da
raca Lacaune e comercializado no mercado regional. O estudo foi realizado
durante a producéo e ao longo de seu periodo de maturacdo, com o objetivo de
avaliar parametros quimicos e microbiolégicos e classificar o produto final, com

base nos parametros estabelecidos na legislagéo vigente para queijos.

3.1.5 Materiais e Métodos
3.1.5.1 Material

O trabalho foi realizado em uma industria de laticinios no municipio de
Viamao/RS, que processa leite produzido por ovelhas da raca Lacaune. O
municipio participa com 35,7% do rebanho ovino e com 21,2% da producao de
leite microrregionais [11]. Foram coletadas amostras do leite de ovelha utilizado
para a producdo do queijo e amostras do queijo Fascal durante a producéo e
ao longo do periodo de maturacéo, até obtencdo de um produto maturado por
noventa dias. No total, foram feitas quatro coletas: coleta 1 (1°dia), coleta 2
(30°dia), coleta 3 (60°dia) e coleta 4 (90°dia). O queijo foi obtido de acordo
com o protocolo de producdo adotado pela indastria, utilizando leite de ovelha
cru, adicdo de acidificante e de starter comercial, com maturagdo em camara
refrigerada a 10C. A industria seguiu os procedime ntos de boas praticas de
fabricacdo, desde a ordenha até a obtencdo do produto final. As amostras
foram colocadas em embalagens estéreis, identificadas e transportadas em

condicOes refrigeradas até o Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
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(ICTA) / UFRGS, onde foram realizadas todas as andlises microbiolégicas e

fisico-quimicas.

3.1.5.2 Analises microbiolbgicas

As andlises foram selecionadas com base nas analises microbiolégicas
exigidas pela legislacdo brasileira para leite cru e para queijo [12, 13, 16].
Foram realizadas as de coliformes a 30°C, coliformes a 45°C, Staphylococcus
coagulase positiva, Salmonella sp e Contagem Padrdo em Placas. As
metodologias seguiram o0s procedimentos descritos nos “Métodos Analiticos
Oficiais para Analises Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem
Animal e Agua” [14].

3.1.5.3 Andlises fisico-quimicas

Foram avaliados o0s seguintes parametros fisico-quimicos: umidade,
gordura, proteina, cinzas, glicidios, acidez e densidade. A proteina foi avaliada
pelo método de Kjeldahl (fator de conversao 6,38). A determinacéo do teor de
umidade foi feita pela secagem até obtencdo de peso constante. A
determinacdo do teor de gordura ou matéria gorda foi realizada com o auxilio
do butirbmetro de Gerber, em amostras de leite, ou através do método de
Soxhlet. O teor de glicidios redutores em lactose foi obtido através do método
de Lane-Eynon. Todas as metodologias seguiram os Métodos Analiticos
Oficiais Fisico-Quimicos, para Controle de Leite e Produtos L&cteos [15]. A
determinacdo do indice de acidez titulavel foi expressa em acido latico e a
leitura de densidade foi em termolactodensimetro a 15T [10]. As analises

foram realizadas em triplicata.

3.1.5.4 Analise estatistica

Os dados obtidos nas andlises fisico-quimicas foram avaliados atraves da

analise de variancia, complementado com o teste de compara¢des multiplas de
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Student-Newmann-Keuls. As diferengas estatisticamente significativas foram
para p<0,05.

3.1.6 Resultados
3.1.6.1 Analises microbiolbgicas

Os resultados verificados no leite de ovelha cru, utilizado para o preparo
do queijo analisado, indicaram o valor de 5,0x10* UFC/mL para Contagem
Padrdo em Placas. Os demais resultados foram auséncia de Salmonella sp em
259 e 3,3x10° UFC/mL para Staphylococcus coagulase positiva. Para
coliformes a 30 e Coliformes a 45T, os valores f oram de 2,2x10° NMP/mL e

1,1x10° NMP/mL, respectivamente.

As avaliagbes microbiolégicas no queijo Fascal foram realizadas
mensalmente, a partir do momento da fabricagdo até o periodo final da
maturagdo. A primeira coleta foi realizada na massa coalhada colocada na
forma e apds completar o tempo de prensagem padrao para este queijo. Os

resultados das coletas sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 (5). Andlises microbioldgicas realizadas no queijo Fascal ao longo do

periodo de maturacéo.

_ , _ _ Queijo  Queijo  Queijo  Queijo
Analise Microbiol6gica _ _ _ _ Padrao
(1°dia) (30°dia) (60°dia) (90°dia)

Coliformes a 30°C (NMP/g) 2,8x10° 8,0x10* 2,6x10" 1,4x10' 1,0x10°@

Coliformes a 45°C (NMP/g) 1,1x10* 4,6x10' 0,9 <0,3 5,0x10?@"

Staphylococcus coagulase
positiva (UFC/g)

2,5x10° 2,8x10° 2,4x10° 8,0x10* 1,0x10°@*"

Salmonella sp (em 25g) Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente @

apadrées para Queijo de Baixa Umidade [12]; ° Padrdes para Queijo de Baixa
Umidade [16].
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3.1.6.2 Analises fisico-quimicas

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos do leite cru e nos
diferentes tempos de maturacdo do queijo de leite de ovelha estdo expressos
na Tabela 2. Além dos resultados para leite ovino cru apresentados na Tabela
2, foram ainda obtidos o valor médio de densidade a 15C de 1,037g/mL e o

valor médio de acidez de 0,15g de acido latico por 100mL de leite.

Os valores médios para umidade, proteina, gordura, cinzas e glicidios, no
queijo Fascal recém-produzido e ao longo de seu periodo de maturacéo, estdo
apresentados Tabela 2. O conteido de umidade do queijo, ao final de noventa
dias de maturacao, foi de 32,14%, o que fez com fosse classificado como
queijo de baixa umidade, geralmente conhecido como queijo de massa dura.
No calculo do teor de gordura no extrato seco, o valor obtido foi de 54,92%,

classificando-o como um queijo gordo [12].

Tabela 2 (6). Analises fisico-quimicas realizadas no leite cru e no queijo

Fascal, ao longo do periodo de maturacéo.

Andlise Fisico- Leite de Queijo Queijo Queijo Queijo
Quimica Ovelha Cru  (1°dia) (30°dia) (60°dia) (90°dia)
_ 82,55 + b b 32,14 +
Umidade (g/100g) 57,33 + 3,66 46,07 + 3,60° 40,34 +2,07>°
0,51 1,17°
) b , 24,55%
Proteina (g/100g) 5,52 +0,09 14,42 +1,27% 19,71 +1,30° 19,15+1,31 0.94°
, 37.27%
Gordura (g/100g) 6,47 +0,36 23,00 +1,71% 26,33 +2,08% 33,56 + 1,82 111

Cinzas (g/100g) 0,70 +0,03 2,33+0,58* 3,19+0,32* 3,66+0,57° 3,62+0,61%

Glicidios (g/100g) 4,41 +0,13 1,21+0,16* 2,18+0,45* 1,92+0,20* 1,35+0,03°

Resultados expressos como média + erro padrédo da média; Médias na mesma linha,
seguida de letras iguais, ndo diferem significativamente (p<0,05).
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3.1.7 Discussao

Os resultados das avaliagdes microbiologicas e fisico-quimicas realizadas
no leite de ovelha cru foram comparados com os padrdes contidos no
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Cru Refrigerado [13].
Para o0 queijo produzido com leite de ovelha cru, foram utilizados o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos [12] e

Regulamento Técnico sobre os Padrdes Microbiologicos para Alimentos [16].

O valor observado para a Contagem Padrdo em Placas indicou alta
contagem de microrganismos aerdébios mesdfilos, porém ndo superior ao
permitido pela legislacdo, que é de 7,5x10° UFC/mL [13]. Para esta amostra,
nao foi utilizada a legislacdo da ANVISA, pois esta inclui apenas padrdes para

leite processado termicamente.

A avaliacdo de Salmonella sp em queijos indicou que as amostras estavam
de acordo com o que esté estabelecido na legislacdo brasileira. Uma revisdo
sobre queijos de leite ovino e caprino demonstrou que ndo houve deteccao de
Salmonella spp. em queijos Castelo Branco e Idiazabal, ambos produzidos com
leite cru de ovelha, sendo que Salmonella arizonae foi a Unica espécie

detectada ao longo do tempo de maturacdo do queijo La Serena [9].

Os resultados obtidos para Coliformes a 30°C e Coliformes a 45°C
indicaram que a contaminacao por estes grupos manteve-se abaixo dos niveis
méaximos permitidos pela legislacdo brasileira para queijos de baixa umidade
(Tabela 1). Resultados encontrados na literatura apresentam uma quantificacao
de coliformes e Escherichia coli em queijo Serpa acima de 2,5x10° UFC/g e
1,4x10° UFC/g, respectivamente, com presenca também em queijo Serra da
Estrela [9]. Foi observada a diminuicdo gradual nos niveis de Coliformes a
30°C e Coliformes a 45°C, ao longo da maturacado do queijo. Um estudo com
queijo de leite de ovelha, observando contaminacgdes altas por coliformes fecais
e E. coli no inicio do periodo de maturacdo, sendo que esta ndo foi quantificada

ao final deste [3].

Dentre os parametros analisados neste trabalho, a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva foi o que demonstrou resultados
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preocupantes até a Coleta 3. O valor observado nesta coleta foi acima do
maximo permitido pela legislacdo, verificando-se valores aceitaveis no queijo
maturado por 90 dias, mesmo sendo permitida sua comercializacao a partir de
60 dias de maturacdo. Em amostras de queijos produzidos com leite de ovelha
na Europa, denominados Castelo Branco e Idiazabal, ndo foi detectada a
presenca de S. aureus. Ja para queijo Serpa, alguns autores ndo detectaram a
presenca de S. aureus, resultado contrario obtido por outros que quantificaram
acima de 2x10% UFC/g no mesmo tipo de queijo [9]. Nas amostras avaliadas,
observou-se um aumento inicial nas contagens de Staphylococcus coagulase
positiva da primeira para a segunda coleta, seguida por uma diminuicdo
gradual até o final da maturacdo. Salienta-se que o produto final para o
consumidor apresentou contagens abaixo do maximo permitido pela legislacéo

brasileira.

Conforme ressaltado anteriormente, foram utilizadas bactérias lacticas
starter comerciais na fabricacdo deste queijo. Além de desenvolverem uma rota
essencial na producdo de laticinios, estes microrganismos contribuem para a
qualidade do produto [17]. Sua capacidade de produzir acido lactico a partir da
lactose auxilia na redugcdo do pH, o que provoca a expulsdo de soro da
coalhada, a diminuicdo do conteddo de umidade e do risco de deterioracéo
microbiolégica. Durante a maturacdo do queijo, microrganismos patogénicos
sdo normalmente inibidos por bactérias lacticas [3], devido a producdo dos
acidos lactico e acético e de uma ampla variedade de metabdlitos
antimicrobianos [3,17]. Aliado ao uso de bactérias starter, a prépria utilizacéo
do leite cru contribui para 0 aumento na contagem de bactérias lacticas no
queijo e para que ocorra a superacao da microbiota patogénica pela microbiota
benéfica na producéo do queijo, desenvolvimento de sabor e caracteristicas de

qualidade no produto final.

O queijo produzido com leite de ovelha apresentou variacdes nas
contagens microbiolégicas ao longo do periodo de producdo e de maturacao,
demonstrando que os valores para coliformes a 30C, Coliformes a 45T e
Staphylococcus coagulase positiva diminuem durante o tempo de maturagéo,

atingindo os menores valores ao final de noventa dias. Considerando a
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diminuicdo observada ao longo da maturacdo e a auséncia de Salmonella spp.
em todas as coletas, bem como os limites estabelecidos para o produto, pode-

se dizer que o produto final apresentou qualidade microbiolégica adequada.

Considerando os valores de densidade, acidez, gordura, proteina e o
calculo de extrato seco desengordurado, pode-se dizer que o leite utilizado
para a producdo do queijo estava dentro dos requisitos fisicos e quimicos
estabelecidos para leite cru refrigerado [13]. Deve-se levar em conta que estes

limites sdo estabelecidos para leite bovino.

Os valores observados nos parametros fisico-quimicos para o leite de
ovelha cru foram semelhantes aos descritos nas amostras do periodo de
lactacdo de 140 dias, e inferiores nos tempos de lactacdo de 7, 30 ou 60 dias,
para ovelhas da mesma raca Lacaune na regido da Serra Gaulcha [2]. A
densidade apresentou valores semelhantes, entre 1,035 e 1,038 g/mL, e o teor
de lactose foi superior em todos os periodos de lactagdo, com um maximo de
5,04%. Os resultados obtidos para leite de ovelhas da raca Corriedale,
demonstraram teores de gordura bem inferiores em todas as semanas de
lactacdo estudadas, com percentual médio de 3,5%, e um valor médio
semelhante para densidade de 1,036 g/mL [20].

Os valores descritos em uma revisdo para leite ovino indicaram um
percentual médio para gordura de 7,9%, proteina de 6,2%, cinzas de 0,9%,
lactose de 4,9% [18], todos superiores aos listados na Tabela 2. O valor de
acidez em 4&cido lactico varia entre 0,22 e 0,25%, também superior ao

observado no leite ovino analisado [18].

O contetudo de umidade de 32,14%, quantificado ao final do periodo de
maturacdo do queijo analisado, pode ser comparado com o valor observado em
queijo ovino Piacentinu Ennese, com maturagéo entre 60 e 120 dias [8]. Uma
comparacdo com nove queijos italianos produzidos com leite de ovelha
apresentou valores médios de umidade superiores ao do queijo em estudo,
com variagbes entre 35 e 38,2% [4]. Em um estudo com queijos de leite de
ovelha produzidos em Portugal e Espanha, a maioria dos queijos apresentou
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valores de umidade superiores, com excec¢&o do queijo de Evora e do Idiazabal

maturado por 180 dias [9].

O teor médio de proteina no queijo maturado foi inferior ao de 26,83%
observado aos 60 dias de maturacéo do queijo Piacentinu Ennese [8]. Valores
superiores para proteina também foram observados em nove queijos ovinos

italianos analisados [4], bem como em queijos da Peninsula Ibérica [9].

O conteddo de gordura no extrato seco de 54,92% foi superior aos
observados em todos os periodos de maturacdo do queijo Piacentinu Ennese
[8]. Os teores médios de gordura em queijos italianos variaram entre 27,5 e
29,5% [4], valores inferiores ao observado ao final da maturagdo do queijo em
estudo, que foi de 37,27%. Ja os queijos ovinos portugueses e espanhois

apresentaram valores superiores, compreendidos entre 43 e 59,83% [9].

Os resultados das analises fisico-quimicas permitiram a classificacdo do
gueijo maturado, de acordo com o contetudo de umidade e de matéria gorda no

extrato seco [12].

3.1.8 Conclusdes

O queijo e o leite de ovelha analisados neste estudo apresentaram 0s
resultados dentro dos limites microbiolégicos estabelecidos pela legislacao
brasileira para estes tipos de alimentos. A avaliacdo fisico-quimica do leite
indicou que a composicdo nutricional foi semelhante a de leite ovino produzido
no Brasil, mas inferior a de leite ovino produzido no continente europeu. Os
valores indicaram que o leite cru ovino possuia a composicdo nutricional
minima exigida pela legislacdo brasileira, porém os limites utilizados para
comparacdo ndo eram especificos para leite ovino.Os resultados fisico-
guimicos observados no queijo indicaram, conforme esperado, a perda de
umidade ao longo da maturacdo, concentracdo de proteinas e alto teor de
gordura ao final da maturacdo. O queijo de leite de ovelha maturado por um
periodo de noventa dias foi classificado pelo Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Queijos como um produto de baixa umidade ou de

massa dura e gordo, em funcédo do contetdo de gordura no extrato seco.
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3.2 ARTIGO 2

3.2.1 Production of bacteriocin-like substances by lactic acid bacteria isolated

from regional ovine cheese

3.2.2 Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) were isolated from ovine milk and cheeses

manufactured in the Southern Region of Brazil. Among the 112 LAB strains
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investigated, 21% showed antimicrobial, proteolytic and lipolytic activities. On
basis of this screening, Lactobacillus plantarum LCN 17 and Lactobacillus
rhamnosus LCN 43 were selected and tested for the production of bacteriocins.
The bacteriocins produced by both strains showed antimicrobial activity against
Listeria  monocytogenes whereas that produced by L. plantarum LCN 17
presented higher stability to different temperature, pH and enzyme treatments.
These strains present potential for production of bacteriocins and development

of starter cultures.

Key Words: lactic acid bacteria; bacteriocin; ewe’s raw milk; Brazilian ovine

cheese

3.2.3 Resumo

Bactérias lacticas foram isoladas de leite e queijos de ovelha produzidos na
regido sul do Brasil. Entre as 112 linhagens de bactérias lacticas estudadas,
21% apresentaram atividades antimicrobiana, proteolitica e lipolitica.
Baseando-se nesta avaliacéo, Lactobacillus plantarum LCN 17 e Lactobacillus
rhamnosus LCN 43 foram selecionados e examinados para a producéo de
bacteriocinas. As bacteriocinas produzidas por ambos isolados exibiram
atividade contra Listeria monocytogenes, enquanto a produzida por L.
plantarum LCN 17 apresentou maior estabilidade aos tratamentos em
diferentes temperaturas, pH e presenca de enzimas. Estas linhagens
apresentam potencial para producdo de bacteriocinas de uso alimentar e para

desenvolvimento de culturas iniciadoras.

Palavras-Chave: bactérias lacticas; bacteriocinas; leite cru de ovelha; queijo de
ovelha brasileiro

3.2.4 Introduction

A broad group of microorganisms eventually gain access to the curd from
the cheese making environment, and will consequently contribute to the
ripening process. Lactic acid bacteria (LAB) are largely predominant in such

microbial group, and are believed to play a key role in the characteristics of the
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final cheese. The products of LAB catabolism contribute not only to preservation
but also to the flavor and texture, thereby helping to determine unique product
characteristics (22). LAB are used as natural or selected starters in food
fermentations, especially for the manufacture of dairy products with functional
and probiotic properties. The indigenous microbial contents of cheeses, which
are selected by the raw milk and cheese-making environment and technology,
could be considered some of the main factors in determining the typical cheese
features (3,8).

The ability to produce lactic acid from lactose is probably the most
important property of dairy LAB. It helps to reduce pH, which in turn increases
the expulsion of whey from the curd, thus lowering the moisture content (3).
Protection of food from spoilage and pathogenic microorganisms by LAB is
associated to production of organic acids, hydrogen peroxide, diacetyl,
antifungal compounds, and bacteriocins (11,24).

Numerous strains of LAB associated with food systems produce
bacteriocins, defined as proteinaceous substances that exhibit bactericidal
activity against closely related organisms (2). Considering that bacteriocin-
producing LAB are mostly isolated from foods like dairy and meat products,
these antimicrobial substances have been consumed for a long time. These
compounds have attracted increasing attention, since they are active in a
nanomolar range and have no toxicity (21). Several bacteriocins from Gram-
positive bacteria are very effective, have wide inhibitory spectra and may be

used as antimicrobial agents in various practical applications (9,11).

Addition of the bacteriocin producing culture rather than the isolated
bacteriocin presents an attractive alternative for food improvement in some
cases. The cultivation of LAB strains for inoculation purposes is in many ways
relatively inexpensive. An alternative approach to introduce bacteriocins to food
is the use of live cultures, which will produce bacteriocins in situ in the food
(9,11).

Production of typical dairy products from ewes can provide a profitable

alternative to cow milk products owing to their specific taste, texture and their
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natural and healthy properties. The production of cheese and other sheep milk
products with particular characteristics can be protected by the legislation, in
some countries. The designations of origin and geographic indications
constitute an element for the protection of the biodiversity of a territory, plants,
animals and microbes, practices and production systems, linked to the history
and the local culture (26). The production of the ewe’s cheese is recent in Brazil
and located in the southern most region, for climatic and geographic reasons.
The aim of this study was to determine the evolution of LAB and bacteriocin-

producing strains in Fascal cheese, a typical Brazilian ovine cheese.

3.2.5 Materials and Methods
3.2.5.1 Samples

The LAB used in this work were isolated from raw ovine milk and
cheeses produced without addition of the starter culture, obtained from a
commercial cheese plant located at Viamao, Brazil. Milk samples were collected
from the refrigerated tank, before cheese production. This dairy farm produced
a hard ewe’s cheese, made from raw milk without the addition of lactic starters,
in a cylindrical shape, with ripening time of up to 3 months. Cheeses were

sampled after 1, 30, 60 and 90 days of ripening.
3.2.5.2 Isolation of Lactic Acid Bacteria (LAB)

Samples (25 mL or 25 g) were diluted in 225 mL of sterile saline for 2 min
in a blender. After filtering through sterile gauze, the homogenate was decimally
diluted in sterile saline and selected dilutions were plated on MRS agar (Vetec)
or M17 agar (Difco). Mesophilic lactobacilli were isolated after anaerobic
incubation on MRS agar acidified to pH 5.5, at 30C for 72 h. Coccal-shaped
LAB were isolated on M17 agar incubated anaerobically at 30C for 72 h. Plate
counts were done after incubation. At least 10 colonies, with possibly different
morphologies, were isolated from the greatest plate dilutions. Working cultures
were grown in appropriate (MRS or M17) broth media, at 30C for 72 h. The
organic acid production by the screened strains was determined by measuring

the pH. All isolates were tested for their Gram reaction, cell morphology, and
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catalase reaction. The LAB selection was carried out by the exclusion of those
strains producing a pH above 5.0, Gram-negative stain and catalase-positive
reaction. Growth of the coccal-shaped bacteria was examined in M17 broth
after incubation at 10C for 7 days and at 45C for 2 days, excluding those
strains growing at 45T (5). Bacteria were maintain ed as stock cultures frozen
at -21C in 15% (v/v) glycerol. Strains were propag ated twice before used in

experiments.

3.2.5.3 Proteolytic and Lipolytic Activities

All selected isolates were tested for the production of proteolytic or
lipolytic activity by agar diffusion assays at 22C for 72 h and 120 h,
respectively. Proteolytic activity was tested using 1% (w/v) skim milk agar. The
presence of clear zones around the colonies, after using 1% (v/v) HCI for 1 min,
was indicative of proteolysis (19). Lipolytic activity was evaluated in tributyrin
agar plates. Colonies surrounded by clear zones were deemed to evince

lipolytic activity (19).

3.2.5.4 Antibacterial Activity

The antibacterial activity was previously tested against Listeria
monocytogenes ATCC 7466 by agar disk diffusion assay (20). An aliquot of 20
uL cell-free culture supernatant was applied on cellulose disks (6 mm) on BHI
agar (Difco) plates previously inoculated a swab submerged in a L.
monocytogenes suspension, which corresponded to a 0.5 McFarland turbidity
standard solution. Plates were incubated aerobically at 37C for 24 h and the

diameters of the inhibition zones around the disks were measured.

After performing proteolytic, lipolytic and antibacterial trials, isolates that
presented positive results were selected to test their antimicrobial spectra. The
antagonistic activity was detected against 23 indicator strains (Table 1). A 24-h
culture of the LAB grown in appropriate broth (MRS or M17) was 10-fold diluted
and 20 uL aliquots were spotted in triplicate onto M17 and MRS agar. Plates

were incubated anaerobically at 35T for 24 h, and then overlaid with 5 mL of
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Brain Heart Infusion (BHI) soft-agar (0.7% agar) seeded with 0.1 mL of an
overnight culture of the indicator strains. To exclude the effect of lactic acid,
sodium-B-glycerophosphate (Merck) was incorporated to a final concentration of
2% (w/v) in the overlay agar (25). Plates were incubated aerobically for an
additional 24 h and then checked for clear zones around spots of the presumed
producers, measured in millimeters. Sterile MRS broth was spotted as a control.
Results considered positive when diameter of inhibition halo were = 8 mm (25).

3.2.5.5 Identification of Selected LAB

The selected strains were further identified and characterized by API
50CHL (BioMérieux), as recommended by the manufacturer. The APILAB Plus
software (BioMérieux) was used to analyze the fermentation profiles obtained

with the identification strips.

3.2.5.6 Production of Crude Bacteriocin-like Substances (BLS)

Selected cultures were grown in 250 mL Erlenmeyer flasks containing
100 mL of MRS broth incubated for 48 h at 30T in shaker at 125 rpm.
Production of BLS was determined at 4 h interval for 48 h and tested for cell-
free culture aliquot following spot-on-lawn method. Aliquots of culture media
were centrifuged at 10,000 g for 10 min, at 4C. Correction of the cell-free
supernatant to pH 6.0 with 1 M NaOH prevented the inhibitory effect of organic
acids. Supernatants were filtered through 0.22 um membranes (Millipore) and
stored in sterile flasks at 4C until used for antimicrobial assay. The resulting

filtrates were used to evaluate antimicrobial activity.

3.2.5.7 BLS Activity Assay

For a semiquantitative assay of BLS two fold serial dilution of
supernatant were tested using L. monocytogenes ATCC 7466 as indicator
strain. The antibacterial activity was detected on plates by agar disk diffusion
assay, previously described. Plates were incubated aerobically at 35T for 24 h.

The diameters of the inhibition zones around the disks were measured. The
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activity of BLS was defined as the reciprocal of the highest dilution yielding a

zone of growth inhibition and expressed as activity units (AU) per mL (20).

3.2.5.8 Growth Determination

Bacterial growth was developed at 30T in rotary sh aker. At 8 h intervals,
an aliquot of the bacterial suspension was diluted to 10® in sterile saline.
Samples were homogenized and then loaded (20 pL) in triplicate onto nutrient
agar plates. Plates were incubated for 3 days at 30C and counts were done to
determinate the number of viable cells. Optical density (O.D.) of the cultures

was measured at 600 nm with a Hitachi U-1100 spectrophotometer (Hitachi).

3.2.5.9 Susceptibility to pH, temperature, and enzymes

The effect of enzymes, temperature, and pH on BLS activity was
determined as described elsewhere (1). Cell-free culture supernatants of
isolates LCN 17 and LCN 43 with pH adjusted to 6.0 with sterile 1 M NaOH
were used. Proteolytic enzymes tested were trypsin (Sigma) and proteinase K
(Merck) at 2 mg mL™. Heat sensitivity was checked by heating supernatants at
25T, 37 and 60T for 60 min, 100C for 20 min, a utoclaving (121<C for 15
min) and frozen for 30 days. Samples were incubated at different pH values (pH
2-11) and evaluated for residual activity (24). After the treatments, samples
were filtered through 0.22 pum membranes (Millipore) and tested for

antimicrobial activity against L. monocytogenes ATCC 7644.

3.2.6 Results and Discussion

Elevated counts of lactic acid bacteria were found during the whole
ripening time in the tested cheese. The total number of LAB in samples of ovine
cheese increased from 6.0 log CFU g™ after producing to 6.7 log CFU g™ after
60 days, and decreased to 6.3 log CFU g™ after 90 days of ripening (Figure 1a).
The counts of LAB were lower than those observed for ewe cheeses produced

in Portugal and Spain (10) and in Pecorino Sardo cheese (18). Presumptive
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mesophilic lactobacilli quantified at the end of ripening of nine Italian ewes’ milk
cheeses varied from 3.2 to 8.27 log CFU g™ (4).

One hundred twelve strains were isolated from ovine milk and
unpasteurised ewe's milk cheese during ripening (Figure 1b). Isolates were
submitted to the proteolytic activity assay and 51% presented this activity.
Although LAB are often weakly proteolytic, they possess a very comprehensive
proteinase/peptidase system capable of hydrolyzing oligopeptides to small
peptides and amino acids (27). Lactococcus lactis subsp. lactis showed
proteolytic activity in skim milk greater than that of Lactobacillus casei, but such
activity was very low in Lactobacillus plantarum isolated from traditional
Majorero cheese, manufactured with caprine milk (10). The two wild strains
assessed of L. lactis and Lactobacillus brevis were similar in terms of proteolytic
patterns in cheese, and they clearly improved release of free amino acids upon
incorporation in cheesemaking milk (22).

(b)
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Figura 1 (2). Isolation and selection of lactic acid bacteria (LAB) from Brazilian
ovine cheese. (a) Viable counts of LAB in ovine milk and during the cheese
ripening. (b) Selection of LAB from ovine milk and during the cheese ripening:
isolates from MRS and M17 plates (black bars); Gram and catalase test (right
diagonal bars); proteolytic activity (squared bars); lipolytic activity (left diagonal
bars); antibacterial activity against L. monocytogenes ATCC 7644 (stripped
bars); proteolytic, lipolytic and antibacterial activity (gray bars). Values are the
means + SE of three independent determinations.
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The isolates showing lipolytic activity corresponded to 32% (Figure 1b).
LAB are generally acknowledged to be weakly lipolytic and their lipases display
substrate specificity which is both strain and species dependent (19). During
cheese ripening, starter lactococci and lactobacilli or secondary adventitious
bacterial flora may cause a moderate accumulation of short- and long-chain free
fatty acids, presumably by hydrolysis of either triacylglycerols or especially of
the partial acylglycerols present in milk (16). Not all strains isolated from ewe's
milk and cheeses that showed esterase activity exhibited high activity on
triglycerides. The L. plantarum 0236 and L. plantarum O186 were able to
hydrolyze tributyrin, whereas L. lactis 0233, L. plantarum O155, and
Lactobacillus casei 0190 did not hydrolyze triglycerides (17). The criteria for
selection of adjuncts used in cheese manufacturing are often not defined and
frequently isolates from a good-quality cheese have been selected for
evaluation. However, there is a need to identify the proteolytic and lipolytic
enzyme systems of the nonstarter LAB that could potentially contribute to the
overall maturation process (27).

The results of the antibacterial test against L. monocytogenes are shown
in Figure 1b. Antilisterial activity was observed in 39% of the selected LAB.
Isolates obtained during the ripening of Alentejo’s traditional cheeses
demonstrate that 39.2% presented antilisterial activity, but bacteriocin
production was not observed. The activity against Listeria was caused by
production of organic acids and hydrogen peroxide (14). The effect of isolates
against L. monocytogenes is very important for dairy industry, because this
bacterium was detected in cheeses manufactured with raw milk, ripened

cheeses and in the wash water for cheese production (13).

Isolates showing lipolytic, proteolytic and antibacterial activities achieved
21% (Figure 1b). Three isolates showed similar activities and the greatest clear
zones around the colonies. The sensitivity of 23 bacterial strains from different
genera to the LCN 17, LCN 20 and LCN 43 isolates is presented in Table 1.
Results demonstrate that all isolates presented antimicrobial activity against
both Gram-positive and Gram-negative bacteria, and against spoilage and

pathogenic bacteria. It was also observed antimicrobial activity against
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microorganisms involved in mastitis and other diseases of sheep flock

(6,23,30).

Table 1 (7). Antimicrobial spectrum of lactic acid bacteria isolated from Brazilian

ovine cheese.

Inhibition zone (mm) °

Indicator Strain @ LCN 17 LCN 20 LCN 43

Bacillus cereus ATCC 9634 9.0+05 50+x00 58=+0.3
Bacillus subtilis (food isolate) 6.8+03 6.3+£0.3 7.3x0.3
Brevibacterium linens ATCC 9172 10.3+0.3 55+05 11.0+0.5
Clostridium perfringens type B 58+03 6.0£0.0 6.8+£0.3
Corynebacterium fimi NCTC 7547 10.0£0.0 43+£0.3 93x£0.3
Enterobacter aerogenes (food isolate) 8803 6.0£0.0 8.3x0.3
Enterococcus faecalis (food isolate) - - -
Escherichia coli ATCC 25922 8.0x00 83+£0.3 95+05
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 83+0.3 5803 10.3+0.3
Leuconostoc mesenteroides 43+03 35x05 45zx05
Listeria innocua (food isolate) 11505 83+£0.3 10.3%0.3
Listeria monocytogenes ATCC 7644 105+£05 6.5+£05 10.0+£0.0
Listeria seeligeri AC 8214 9.3+0.3 45x05 105x05
Pseudomonas aeruginosa (clinical isolate) - - -
Pseudomonas fluorescens (clinical isolate) 83+0.3 80+0.0 8.3%+0.3
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 93+03 83+0.3 8.3%x0.3
Salmonella Gallinarum (clinical isolate) - - -
Staphylococcus aureus (food isolate) 8803 83+£0.3 85+05
Staphylococcus aureus ATCC 25923 83+0.3 80+0.0 8.3%+0.3
Staphylococcus haemolyticus (clinical 105+£05 6.3+£03 11.5+0.5
isolate)

Staphylococcus intermedius (clinical isolate) 6.0+0.5 8.0+£0.0 6.8+0.3
Streptococcus agalactiae (clinical isolate) 6.5+0.5 - 7.3+0.3
Streptococcus pneumoniae (clinical isolate) 11.3+£0.3 - 12.3+£0.3

qIndicator strains were grown on BHI agar plates for 24h; "zone of growth
inhibition = 8 mm was considered as positive, lack of inhibition zone as negative
(-), and a weak inhibition when the diameter was < 8 mm. Values are the means
+ SE of three independent determinations.
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LCN 17 and LCN 43 isolates demonstrated similar spectra of activity,
broader than that produced by the isolate LCN 20 (Table 1). The inhibition of L.
monocytogenes, Listeria innocua and Listeria seeligeri was observed in ewe
cheeses produced in the Castelo Branco region and only L. monocytogenes in
La Serena cheese (10). During the ripening of Alentejo’s traditional cheeses,
one isolate of L. plantarum, seven isolates of L. lactis subsp. lactis and seven
isolates of Lactobacillus rhamnosus with antilisterial activity were identified (14).

All isolates showed antimicrobial activity against Escherichia coli,
bacteria already found in ewe cheeses as Serra da Estrela, Serpa (10) and
Pecorino del Poro cheeses (3). Caridi et al. (3) observed higher counts of E. coli
at the beginning of the ripening period, however this bacteria could not be
detected at the end of ripening. This fact could be explained by the utilization of
raw ovine milk in cheese manufacturing and by the presence in raw milk of
bacteriocin-producing bacteria. Antimicrobial activity of isolates was observed

against Salmonella Enteritidis but not against Salmonella Gallinarum (Table 1).

Similar results were observed for all selected isolates on indicator strains
of Staphylococcus aureus and Clostridium perfringens (Table 1). The inhibitory
effect by indigenous LAB of Fascal cheese is important since S. aureus and
Clostridium spp. have been described as common contaminants of dairy
products and were detected in ovine milk samples and cheeses produced in
Iberian Peninsule and France (10,13,30). On the other hand, antimicrobial
activity against Enterococcus faecalis was not observed (Table 1). Enterococci
were found in artisanal cheeses produced with pasteurized or raw milk from
sheep, goat, buffalo and cow, observing that E. faecalis and Enterococcus
faecium were the most frequently detected in cheeses (12). Similar absence of
activity was observed against Pseudomonas aeruginosa, however all isolates
presented antimicrobial activity against Pseudomonas fluorescens, a

microorganism detected in Serra da Estrela cheese curd (10).

The isolates were identified with APl 50CHL system and were classified
as L. plantarum (LCN 17), Lactococcus sp. (LCN 20), and L. rhamnosus (LCN
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43). Among these, L. rhamnosus was not cited as a usual LAB detected in
ewe’s cheeses (10). Non-starter LAB were isolated from Italian ewe cheeses,
produced by different manufacturers. Phenotypically, the cheese isolates
included 32% L. plantarum isolates and 1% L. rhamnosus isolates (8). L.
plantarum and L. paracasei were the species found most frequently in Pecorino

cheeses, with 56 and 29 isolates over the total of 99 isolates (4).

Strains LCN 17 and LCN 43 were selected for BLS production during a
48 h period. Viable cell counts, pH and antibacterial activity were monitored
during cultivation (Figure 2). Exponential cell growth reached the stationary
phase after 36 h of cultivation. The pH decreased during cultivation reaching
values nearly pH 3.0 (Figure 2b). The activity against L. monocytogenes ATCC
7644 was detected from 16 hours of BLS production. The maximum values
were observed from 32 hours for both isolates (Figure 2c). Maximum
bacteriocin production was 6400 AU mL™ for both LCN 17 and LCN 43 isolates,
which was not coincident with minimum pH values. Production of bacteriocins
by L. plantarum AMA-K isolated from a fermented milk product was observed
between 10 and 34 h, with the maximum bacteriocin activity reaching 12,800
AU mL™ (28).
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Figura 2 (3). Production of antimicrobial activity during growth of selected lactic
acid bacteria. Strains LCN 17 (black circles) and LCN 43 (white circles) were
grown in MRS broth and monitored for viable cell counts (a), pH (b), and
antibacterial activity (c). In panel (c), LCN 17 (black bars) and LCN 43 (striped
bars). Values are the means + SE of three independent determinations.
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The antimicrobial substances (6400 AU mL™) were incubated at various
temperatures and at different values pH. The antibacterial activity was
measured against L. monocytogenes and results are expressed as the
percentage of residual activity (Table 2). Both compounds were sensitive to
trypsin and proteinase K, indicating the activity is associated to a bacteriocin-
like substance. LCN 43 was more sensitive to the different temperature or pH
treatments. BLS produced by LCN 17 or LCN 43 isolates were stable for up to
60C for 60 min, and BLS produced by LCN 17 remaine d stable after freezing
for 30 days. The treatment at 100C for 20min or au toclaving presented the
same effects on the antibacterial activity, for both BLS, with 47.5% of residual
activity. After autoclaving, BLS produced by LCN 17 showed greater residual
activity than that observed for the other sample. No decrease in antibacterial
activity was recorded after 90 min at 100C or 20 min at 121<C for bacteriocins
produced by L. plantarum (29). L. plantarum isolated from Turkish dairy
products showed antibacterial activity due to bacteriocin-like substances. The
substances were resistant to heat and the inhibitory activity was not lost after 10
and 20 min at 100C (21).



Table 2 (8). Stability of BLS after different treatments.

100

Residual Activity (%)

Treatment LCN 17 LCN 43
Temperature
25C /60 min 100+ 0 1000
37C /60 min 100+ 0 1000
60C / 60 min 100+0 1000
100 / 20 min 47 +0 47 +0
121 / 15 min/ 15lb in 15+6 8+0
-20°C / 30 days 100+ 0 74 + 26
pH
2 34 +£13 74 £ 16
4 100+0 100+ 0
5 100+0 100+ 0
7 100+0 100+ 0
9 100£0 74 £ 26
11 34 +£13 15+6
Enzymes
Trypsin 8312 42 +
Proteinase K 60 00

Values are the means + SE of three independent determinations.

The effect of pH on stability was observed for values of 2.0 and 11.0, for
both isolates. Results demonstrated that BLS produced of LCN 43 had lower
stability to the variations of pH, including values of pH 9.0. At pH 2.0 and 11.0,

BLS produced by LCN 17 and 43 isolates had partial lost of antibacterial

activity. Bacteriocins ST28MS and ST26MS produced by L. plantarum remained

stable after incubation for 2h at pH values between 2.0 and 12.0, without

reduction in antimicrobial activity (29). L. plantarum TF711 isolated from raw

Tenerife goat’'s cheese produced a bacteriocin-like substance, which was called

plantaricin TF711. This substance was stable to heat and highest antimicrobial

activity was found between pH 1 and 9 (15,21). Acid adapted L. monocytogenes
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was more tolerant to nisin and other ionophores than was the non-adapted

counterpart. It is suggested that the composition of the straight chain fatty acids

associated with acid adaptation may be responsible for this enhanced

resistance to bacteriocins as well as, to some extent, the cross-protective

effects of acid adaptation in general (7).
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3.3 ARTIGO 3

3.3.1 Characterization of ovine Fascal cheese produced with autochthonous

cultures

3.3.2 Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) were isolated during a screening of raw ovine milk
and Fascal cheese samples for antimicrobial, proteolytic and lipolytic activities.
Selected LAB were used as inoculum for production of this Brazilian ovine
cheese, manufactured with raw milk from Lacaune sheep. Microbiological and
chemical changes occurring during cheese ripening were studied.
Microbiological counts and moisture content of these cheeses were comparable
to those observed in cheese made with a commercial starter. All cheeses
showed adequate counts of coliforms, but coagulase positive staphylococci
counts exceeding the standard values. Cheeses produced with a combination of
Lactobacillus plantarum LCN 28 and Lactobacillus rhamnosus LCN 43 showed

better results than those observed for the other experimental combinations. The
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use of autochthonous LAB cultures could be beneficial to the manufacture of
high quality typical raw milk cheese.

Key words : ovine milk, Fascal, typical cheese, lactic acid bacteria

3.3.3 Introduction

The microorganisms involved in cheese making and cheese ripening can
be divided into microorganisms that are added to the cheese milk after being
carefully selected by the starter manufacturer or the cheese-making company,
and non-starter lactic acid bacteria (NSLAB) (El Soda et al., 2000). A broad
group of microorganisms eventually gain access to the curd from the cheese
making environment, and will consequently contribute to the ripening process.
However, studies pertaining to model cheeses under strictly controlled
conditions are relatively scarce, thus the knowledge on the specific effect of
individual factors upon the final cheese is still poor (Pereira et al., 2008). The
indigenous microbial contents of cheeses, which are selected by the raw milk
and cheese-making environment and technology, could be considered some of
the main factors in determining the typical cheese features (De Angelis et al.,
2001; Pisano et al., 2007).

Even if the qualitative aspects of milk can be kept constant, the
quantitative milk characteristics are subjected to variability as a result of diverse
factors such as genetic make-up, breed, and age of animals, climate, diet, and
time of manufacture within the lactation period (Mendia et al., 2000). In the
traditional Italian dairy industry, milk is processed for typical products such as
long-ripening cheeses and these cheese-making processes involve different
traditional stages that give specific features to the final product quality (Abeni et
al.,, 2005). The traditional technology for Ragusano cheese production,
providing for the use of raw milk and wooden cheese-making equipment,
generates cheeses having unique features but also a great variability in cheese
guality. This is associated to the contribution of native microbiota from the local
milk and environment to the cheese ripening, differing from farm to farm (Fallico
et al., 2004). Furthermore, the natural microbiota of the raw milk will eventually
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play a relevant role, not only in the sensory characteristics, but also in the safety
hazards of that product (Pisano et al., 2007; Pinto et al., 2008).

Typical products are the unique result of the adaptation of technical skills
to local resources, which make them strongly linked to the area of production
(Scintu and Piredda, 2007). As often happens with traditional dairy products,
cheeses exhibit considerable variability among dairies (Pinto et al., 2008).
Cheeses from ovine and caprine milk are often specialty rather than competing
with larger plants in the production of less expensive commodity cheeses made

from bovine milk (Casper et al., 1998).

The sheep flock appeared as the fourth most important in Brazil, being the
Rio Grande do Sul (RS), the main state in this economic activity (IBGE, 2006).
Despite this fact, the ovine chain is focused on meat and wool production, since
dairy products from small ruminants are considered expensive. However, there
Is a growing market for special high-quality cheese in Brazil. This has been
particularly beneficial to small farmers that begun producing cheeses from ovine
milk in RS. In this context, Fascal is a typical Brazilian semi-hard cheese,
traditionally made using ovine raw milk. This cheese is produced at industrial
plant by international technology adapting typical features and commercialized
in the regional market. It is desirable the diffusion of its consumption beyond the
southern region and also to define a standard product and the accepted range
of variability. The main concern is to provide acceptable safety and standard
levels of quality in this cheese, according to the increasing attention by the
Brazilian policies toward food hygiene and safety aspects (ANVISA 2001). The
objective of this study was to investigate the microbiological and chemical of
Fascal cheese produced with different starter cultures, during the ripening

period.

3.3.4 Materials and Methods
3.3.4.1 Isolation and Selection of Lactic Acid Bacteria (LAB)

Lactic acid bacteria were isolated from raw ewe’s milk and ewe’'s milk

cheese produced without addition of starter culture, obtained from a commercial
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cheese plant located in Viaméao city, 3004'52" S and 5101'24" W, Southern
Brazil. The dairy farm has 117 hectares and 250 Lacaune breed sheeps, with a
monthly milk production around 5,000 litters. Milk samples were collected from
the refrigerated tank, before cheese production. Cheese samples were
collected at 1, 30, 60 and 90 days of ripening.

Samples (25 mL or 25 g) were diluted in 225 mL of sterile saline solution
(8 g L™ NaCl) for 2 min in a blender. After filtering through sterile gauze, the
homogenate was decimally diluted in sterile saline and plated on Man-Rogosa-
Sharpe (MRS; Vetec Quimica) or M17 agar (Difco). Counts were performed
according to Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Marshall,
1992). Mesophilic lactobacilli were isolated after anaerobic incubation (Jar
JA0401, Permution) at 30C for 72 h on MRS acidified to pH 5.5 with acetic
acid. Coccal-shaped LAB were isolated on M17 agar anaerobically incubated at
30T for 72 h. At least 10 colonies with different morphologies were isolated
from the greatest plate dilutions. Working cultures were grown in appropriate
(MRS or M17) broth media. The production of organic acids by the isolated LAB
strains was determined by measuring the pH. All isolates were tested for Gram
stain, cell morphology, and catalase using 3 g L™ H,0,. The LAB selection was
carried out by the exclusion of those strains producing a pH above 5.0, Gram-
negative or catalase-positive. Growth of the coccal-shaped bacteria was
examined in M17 broth after incubation at 10C for 7 days and at 45T for 2
days, excluding those strains growing at 45C (Cogan et al., 1997).

All selected isolates were tested for the production of proteolytic or
lipolytic activity by agar diffusion assays at 22<C for 72h and 120h, respectively.
Proteolytic activity was tested using 1% (w/v) skim milk agar. The presence of
clear zones around the colonies, after using 1% (v/v) HCI for 1 min, was
indicative of proteolysis (MAPA, 2003). Lipolytic activity was evaluated in
Tributyrin Agar (Himedia). Colonies surrounded by clear zones were deemed to
evince lipolytic activity (MAPA, 2003).

The antagonistic effect against Listeria monocytogenes ATCC 7466 was

detected under conditions that excluded the inhibitory effects of lactic acid. A 24
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h culture of the LAB was diluted 10-fold and 20 pL aliquots were spotted in
triplicate onto M17 or MRS agar. Plates were anaerobically incubated at 35T
for 24 h, then overlaid with 5 mL of Brain Heart Infusion (BHI) soft-agar (0.7%
agar) seeded with 0.1 mL of an overnight culture of the L. monocytogenes
strain. To exclude the effect of organic acids, sodium B-glycerophosphate
(Merck) was incorporated to a final concentration of 20 g L™ overlay agar.
Plates were incubated for additional 24 h and then checked for clear zones
around spots of the presumed producers. Sterile MRS broth was spotted as a
control (Schillinger and Lucke, 1989).

The strains showing proteolytic, lipolytic and antimicrobial activities were
further identified by API 50CHL (BioMérieux), as recommended by the
manufacturer. The APILAB Plus software (BioMérieux) was used to analyze the
fermentation profiles obtained with the identification strips. Microbial cultures
were stored at -20C in M17 or MRS broth containing containing 10% (v/v)

glycerol.

3.3.4.2 Manufacture of Experimental Cheeses

Cheese was made at the commercial plant according to standard Fascal
cheese-making procedures utilizing raw ewe’s milk. The milk was set at 31T to
32T for 30 min and separated in vats. Vats were previously cleaned and
sanitized thoroughly to minimize contamination during manufacture of the
cheese. Four batches of Fascal cheese were simultaneously manufactured.
Treatment one was a control with no adjunct culture added (Group 1).
Commercial starter culture (MA, Danisco), which comprised a blend of
Lactococcus lactis ssp. lactis and L. lactis ssp. cremoris strains, was added in
the second batch (Group 2). Inoculation was according to the manufacturer’s
specifications. Previously selected LAB were inoculated into the other two
batches (Formulations 3 and 4), to give a similar final concentration of the
commercial starter. The cultures were thawed from frozen cultures and grown in
MRS or M17 broth (24 h at 30C). The LAB cultures w ere centrifuged at 15,000
x g for 15 min and resuspended in sterile saline prior to addition to the cheese

vat. Treatments three and four were blend of the isolates Lactobacillus
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plantarum (LCN28) and Lactobacillus rhamnosus (LCN43) (1:1 proportion);
Lactobacillus plantarum (LCN17) and Lactococcus sp. (LCN20) (1:1),

respectively.

Following inoculation of each milk batch, rennet (BV bovine rennet) was
added with equivalent clotting power. The mixture was incubated for 20 min at
31T to allow clotting, then set at 31-32€C for 30 min. Perpendicular vertical
cuts were made in the curd. The coagulum was cut into 1-cm cubes, followed
by incubation for additional 40 min. The curd was then slightly compressed for
15-20 min, in order to aid whey removal. At the moment the curd was put into
the plastic molds, the forms were marked for later sampling. The molds were
pressed at room temperature: 1 kg for 20 min; 2 kg for 120 min; 2.5 kg for 90
min. Cheeses were turned over three times during three hours. The process
was finalized by brining the experimental cheeses for 60 min, in a sodium
chloride solution (200 g L™). During ripening, the cheeses were stored in a
ripening chamber at 10C and 75% relative humidity. Three independent

cheese preparations were done for each group.

3.3.4.3 Cheese Sampling

For each cheese formulation samples were removed at 1, 30, 60 and 90
days of ripening time. Each cheese was divided in parts for microbiological and
physicochemical analyses. The results were compared to the levels permitted
by the Brazilian legislation for cheeses (MAPA, 1996; ANVISA, 2001).

3.3.4.4 Microbiological Analyses

After removed the rind, 10 g fractions from each sample were obtained
by cutting slices, each containing equal quantities of the innermost, intermediate
and outermost parts. These 10 g sub-samples were aseptically handled and
homogenized with 90 mL of sterile saline for 2 min in a blender. After filtering
through sterile gauze, the homogenate was decimally diluted in sterile saline
and selected dilutions were plated in duplicate on the specific media required
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for the different microbial groups. The microbiological analyses were selected
based on the Brazilian legislation for cheeses (MAPA, 1996; ANVISA, 2001).

Mesophilic aerobic bacteria were enumerated by spread plating on Plate
Count Agar (PCA, Oxoid), incubated at 35C for 48 h (MAPA, 2003). The
Presumptive and Confirmed Tests for coliform group were evaluated on 3-
replicate, 3 dilution tube MPN procedure, at 35C. The faecal coliform group
was determined by EC Broth MPN Method at 45C (APHA, 2002). Coagulase-
positive staphylococci were enumerated by spread plating on Baird Parker agar
(Oxoid) at 35-37<C for 48 h, confirmed using coagul ase test (APHA, 2002).
Lipolytic microorganisms were plated on tributyrin agar (Himedia), incubated at
22T for 5 days, and proteolytic microorganisms wer e determined on 1% (w/v)
skim milk agar, at 22T for 3 days (MAPA, 2003). Me sophilic lactobacilli were
determined on MRS agar (pH 5.5) anaerobically incubated at 30C for 72 h
(APHA, 2002). Detection of Salmonella spp. was carried out on 25 g samples,
and the presence-absence determination was performed based on Salmonella
Species Presumptive and Confirmation Tests (APHA, 2002).

3.3.4.5 Physicochemical Analyses

Total N and fat analyses were carried out using macro-Kjeldahl method
(conversion factor 6.38) (IDF, 1993) and Gerber Method (IDF, 1997),
respectively. Cheese moisture was determined using a forced-air, oven drying
method at 100C for 24 h (AOAC, 2000). The pH deter mination was measured
with a glass electrode (Model BT-600, Boeco) at ambient temperature (IAL,
2008). The total energy was estimated using the modified Atwater factors (Hunt
et al., 1987), as:

TE = (g protein x 4) + (g fat x 9) + (g carbohydrate x 9)

3.3.4.6 Assessment of proteolysis

Soluble nitrogen at pH 4.6 (pH 4.6 SN) and trichloroacetic acid (TCASN)
were determined and expressed as a percentage of the total N content (Bynum

and Barbano, 1985). Soluble nitrogen at pH 4.6 was quantified as the total



110

nitrogen after separation of the soluble fraction by precipitation of the casein
nitrogen in acetate buffer (pH adjusted to 4.6 using acetic acid). The non-protein
nitrogen was quantified after separation of the protein fraction in a 120 g L™
TCA solution. Nitrogen in the agueous phase was then estimated using the
Kuaye method (Kuaye, 1994).

Using the experimental data generated, proteolytic indices were calculated
as ratios between the various soluble fractions prepared to total nitrogen (TN):
ripening extension index, pH 4.6SN/TN; ripening depth index, TCASN/TN.

3.3.4.7 Statistical analysis

ANOVA was used to assess the effects of cheeses formulations (groups
1, 2, 3, and 4) and ripening time (1, 30, 60, 90 days). Differences were tested
between samples within same formulation group or samples with same ripening
time. Treatment comparisons were performed using Student-Newman-Keuls
test. All statistical analyses were carried out using the SPSS v.14.0.0 software
(SPSS, USA) to assess statistically significant differences (P<0.05).

3.3.5 Results and discussion
3.3.5.1 Microbiological characterization of Fascal cheese

The concentrations of lactobacilli during cheese ripening ranged from 6.2
to 8.4 log CFU g* (Table 1). There were no significant differences (P<0.05) in
the number of lactobacilli in the freshly pressed cheese blocks. Variations were
observed in cheeses produced with commercial starter, showing a significant
decrease during all ripening time. Similar results were observed for the cheeses
without addition of inoculum, with significant reduction between 1 and 60 or 90
day-ripening. A gradual decline in lactobacilli counts was noted as ripening
progressed, resulting in a discrete reduction after 3 months. This result was in
agreement with those reported by Sallami et al. (2004) for Cheddar cheese.
Viable counts of lactobacilli were enumerated as 8 log CFU g* in 60 days-old
La Serena cheese (Freitas and Malcata, 2000).
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Lactic acid bacteria were the dominant microbiota of fresh Vastedda

cheese and the values were similar to the initial counts verified in Fascal

cheeses, considering that Vastedda undergo a heat stress given by the

stretching of the curd made from raw milk without starter addition. After 60

ripening days for both cheeses, the values remained similar (Mucchetti et al.,

2008). In this work selected LAB strains were identified as Lb. plantarum, Lb.

rhamnosus, and Lactococcus ssp. Evaluation of LAB in cheeses from Azeitao,

Evora, Serpa, Serra da Estrela and La Serena regions revealed that Lc. lactis,

Lb. casei subsp. casei and pseudoplantarum, Lb. paracasei subsp. paracasei,

Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii and

lactis, Lb. acidophilus, Leuconostoc dextranicum, Leuconostoc mesenteroides,

Leuconostoc lactis and Pediococcus spp. were most frequently found (Freitas
and Malcata, 2000).

Table 1 (9). Microbiological counts in Fascal cheeses during ripening.

Counts
(log CFU mI™)

Cheese Mesophilic Lactobacilli Total Fecal Coagulase (+)
age (days) bacteria coliforms coliforms staphylococci
Group 1
1 6.05+0.37*"°  7.17 +0.13*¢ 2.85+0.11° 2.85+0.11* 3.45+0.04*°
30 6.55+0.38*" 7.73+0.05*"%® 223+0.09° 1.92+0.03° 3.85+0.36%°
60 5.48+0.72%"*¢ 8.43+0.33"" 1.750.07° 1.62+0.15%"  4.43+0.27*%¢
90 4.45+0.14°"  6.89+0.33*%9" 1.17+0.07' 1.00+0.09° 3.75+0.28*"
Group 2
1 6.64+0.23%9 7.48+0.02% 2.71+0.19*" 2.71+0.19% 3.19+0.44°9
30 6.07+0.32%9" 8.28+0.22°" 1.99+0.11°¢' 1.460.08"" 3.63+0.10%¢
60 4.56+0.09°" 7.52+0.25" 2.3740.17%¢"™  1.42+0.22°% 3.49+0.06"¢
90 4.85+0.14"" 6.15+0.31¢ 0.90+0.03"? 0.54+0.04° 3.58+0.10"°
Group 3
1 5.75+0.44° 7.31+0.18% 2.06+0.15°* 1.49+0.18° 3.81+0.09°"
30 6.00+0.24"" 7.70+0.17°%% 1.92+0.03%  1.80+0.10"°  3.78+0.12°"
60 5.07+0.05°" 7.73+0.13" 2.20+0.07%%  1.18+0.08°9"  3.48+0.28°"
90 5.18+0.02" 7.08+0.329% 0.66+0.11° 0.48+0.01°" 3.56+0.25""
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Table 1 (9). Continuation.

Group 4

1 6.13+0.45%¢ 7.62+0.20"™  2.61+0.25"™  2.56+0.28%'  4.42+0.01"
30 6.7520.10%" 7.080.12%™ 1.92+0.03°  1.80+0.10°*™  4.4620.30°
60 5.84+0.28°" 8.23+0.29"" 2.85+0.11%™  2.27+0.23*  5.00+0.41°*'
90 5.18+0.08" 7.93+0.35"™ 1.34+0.27"  1.1440.38*'™  4.03+0.15"

Means within the same columns with different superscriptions are significantly different
(P < 0.05). Group 1, control without starter; Group 2, commercial starter culture; Group
3, Lb. plantarum LCN28 and Lb. rhamnosus LCN43; Group 4, Lb. plantarum LCN17
and Lactococcus sp. LCN20.

Mesophilic aerobic bacteria were enumerated during the ripening time. A
decline in the counts from production to whole ripening process was observed
(Table 1). There were significant decrease in the group 1, between 30 and 90
days of ripening, and in the group 2, between 1 and 60 days of ripening. The
counts of mesophilic aerobic bacteria ranged from 4.5 to 6.7 log CFU g, lower
than those observed in fresh or ripened Vastedda cheeses (Mucchetti et al.
2008) and in cheeses produced in Portugal and Spain (Freitas and Malcata,
2000; Kongo et al. 2009).

Counts of proteolytic microorganisms were variable during the ripening
period (Fig. 1). Significant reduction was observed in all groups, comparing the
beginning and the end of the ripening period. At day 90, group 3 displayed
significant lower values for this parameter relative to other groups. During
ripening of Serpa cheese, the values ranged from 4 to 5 log CFU g* (Freitas
and Malcata, 2000). Lc. lactis subsp. lactis showed proteolytic activity in skim
milk greater than that of Lb. casei, but such activity in Lb. plantarum was very
low. All of these bacteria were isolated from traditional Majorero, a cheese
manufactured with caprine milk (Freitas and Malcata, 2000). Besides,
enumeration of lipolytic microorganisms revealed the same tendency. The initial
rise in counts was observed for all groups, in the period between 1 and 30 days,

and then a significant decrease occurred during the ripening time (Fig. 1).
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Figure 1 (4). Viable counts of proteolytic microorganisms on Milk Agar (upper
panel) and lipolytic microorganisms on Tributyrin Agar (lower panel) in Fascal
cheeses. Group 1 (black bars); Group 2 (gray bars); Group 3 (white bars);
Group 4 (dashed bars). Means with different letters are significantly different (P
< 0.05).

Salmonella spp. could not be detected in 25 g of cheese, for all samples
and ripening times. This pathogen is used as a marker of food safety according
to Brazilian food standards for cheeses and these results were considered
adequate (MAPA, 1996; ANVISA, 2001). All 3 month-ripened cheeses
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contained low numbers of total and faecal coliforms (Table 1), within the limits
established for Brazilian legislation (MAPA, 1996; ANVISA, 2001), and lower
than those cited for other ewe’s cheese (Mucchetti et al., 2008). Detection of
total coliforms, faecal coliforms and Escherichia coli in Portuguese and Spanish
ovine cheeses were extremely variable (Freitas and Malcata, 2000), in general
higher than those observed for Fascal cheese samples. On the other hand,
values observed for coagulase positive staphylococci (Table 1) were greater
than those established for Brazilian legislation (MAPA, 1996; ANVISA, 2001).
Similar values were reported in fresh curd of raw milk Manchego cheese, with
coagulase positive staphylococci commonly found at levels of 4 to 5 log CFU g™
(Freitas and Malcata, 2000). At the end of ripening, higher counts of coliforms

and coagulase positive staphylococci were verified in group 4.

3.3.5.2 Chemical characterization of Fascal cheese

Aging time had the largest impact on cheese composition, significantly
affecting the changes in chemical parameters (P<0.05) (Table 2). The pH
values differed slightly at the beginning of ripening, and ranged from 5.0 to 5.4
during this period. De Angelis et al. (2001), Mendia et al. (2000), Rizzello et al.
(2005), and Fallico et al. (2006) found similar values for other ewe’s cheeses.
There were no significant differences between the pH values in day 0 and the
same was observed in experimental Portuguese cheeses manufactured with
different inoculums (Pereira et al., 2008). The incorporation of LAB in Fascal
cheeses caused significant effect (P<0.05) on cheese pH values after 90 days
ripening. Higher values were observed in group 1 and group 4, and lower value
was verified in group 3. Data pertaining to pH indicate the influence of inoculum
upon acidification of model cheeses. The mixture with Lb. plantarum (LCN 28)
and Lb. rhamnosus (LCN 43) was most effective in reducing pH than those with
the mixture with Lb. plantarum (LCN 17) and Lactococcus sp. (LCN 20). Pereira
et al. (2008) observed that Lc. lactis and Lb. brevis showed statistically different
behaviours upon acidification as single cultures. However, the pH profile in the
mixture was similar to that obtained for Lc. lactis alone, thus indicating its higher

acidification capacity.
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Cheese Moisture Protein Fat Ash Caloric Value
age (days) (g 1009'1) (g 1009'1) (g 100g'l) (9 100g'l) (kcal 1009'1)
Group 1

5.03+0.02% 41.46+0.98° 18.13+0.70*° 30.87+0.11%° 1.57+0.33%° 382.23+2.04%
5.15+0.02°° 38.94+0.45*° 20.20+0.66*° 31.35+1.00* 1.78+0.04*" 393.89+6.61*°
5.19+0.02°%¢ 37.56+0.79""° 22.46+0.06"° 35.91+0.97° 3.01+0.07™° 417.25+8.29"¢
5.3240.01  34.99+1.05"" 2551+0.43' 36.68+0.33"" 2.72+0.14"% 435.20+3.41"
Group 2
5.00+0.01*  46.98+0.10° 16.87+0.88"" 24.30+0.30° 2.82+0.22" 322.32+0.23°
5.13+0.01°  42.49+0.83° 18.25+0.80°" 28.45+0.40%' 2.93+0.07" 360.57+5.01°
5.25+0.02°  36.57+0.99"  24.00+0.47%" 30.11+0.84" 2.22+0.05°"" 395.41+7.98"
5.23+0.03  31.88+1.09" 24.59+0.09"%' 33.75+0.16' 2.49+0.17°" 431.29+5.83
Group 3
5.00+0.01*  49.65+0.48°  15.27#0.54'  25.46+0.88° 1.81+0.21°" 321.50+7.16°
5.08+0.01°"  43.40+0.94°  18.63+0.36°  28.94+0.12° 1.27+0.03% 366.04+4.20*
5.15+0.03%"9  36.67+0.73°  24.39+0.01° 32.20+0.47"¢ 2.27+0.27%" 405.28+0.47°"
5.14+0.01°  29.99+0.65"  29.08+0.16  36.54+0.10" 2.35+0.17%' 453.36+1.41'
Group 4
5.00+0.02%  47.22+0.65°  18.94+0.43"'  27.39+0.65 1.61+0.19% 341.65+0.10
5.10+0.01°  43.03+0.64° 20.23+0.78°"™ 31.85+0.19% 1.94+0.11%" 379.37+1.17%
5.31+0.03  40.16+0.75° 21.51+0.01°™" 33.24+0.70%"' 1.42+0.07"™ 399.88+0.22"
5.3840.01  36.93+0.74' 22.73+0.41°" 35.05+0.12"™" 1.92+0.22% 419.83+1.47'

Means within the same columns with different superscriptions are significantly different (P <
0.05). Group 1, control without starter; Group 2, commercial starter culture; Group 3, Lb.
plantarum LCN28 and Lb. rhamnosus LCN43; Group 4, Lb. plantarum LCN17 and Lactococcus

sp. LCN20.

The moisture values varied greatly from 29.9 to 49.6 g 100g™, depending

on the ripening period and cheese treatment (Table 2). The final values for

groups 1, 2 and 3 were 35.0, 31.9 and 30.0 g 100g™, respectively, being

classified as low moisture or hard cheeses under Brazilian Identity and Quality

Standards of Cheeses. The value of group 4 was slightly above, 36.9 g 100g™?,

being classified as medium moisture or semi-hard cheese (MAPA, 1996). A

study with Portuguese cheeses produced without or with different inoculum

demonstrated that the type of inoculum had no significant impact on the levels

of moisture (Pereira et al., 2008).
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The dry matter (DM) values were similar than those observed in Pecorino
Sardo (Madrau et al., 2006) and Idiazabal cheeses (Mendia et al., 2000). The
initial values of DM in Fascal cheeses were similar than the values evaluated in
freshly made Vastedda cheese (Mucchetti et al., 2008).

Protein content increased during cheese ripening as a result of the
significant decrease in moisture content (Table 2). Three months-ripened
Ragusano cheeses were analyzed in four layers (rind, external, middle, and
internal) and the protein values were inversely related to moisture values
(Fallico et al., 2004). The final values of protein concentration in Fascal cheeses
were similar than those observed in Vastedda cheese obtained from renneting
vat (Mucchetti et al., 2008). There were no variations in the protein content in
cheeses manufactured with either Lc. lactis, Lb. brevis or both mixed culture

strains, or without inoculum (Pereira et al., 2008).

The fat concentration ranged from 24.3 to 36.7 g 100g™, depending on
the ripening time and cheese formulation (Table 2). Final values for the amount
of fat in dry matter ranged from 49.6 to 56.4 g 100g™, approaching those
reported for Piacentinu Ennese (Fallico et al., 2006) and Idiazabal (Mendia et
al., 2000), and exceeding those for Pecorino Sardo (Madrau et al., 2006),
Ragusano (Fallico et al., 2004) and Vastedda cheeses (Mucchetti et al., 2008).
Because such high values were observed, all 3 month-ripened Fascal cheese
was classified as fatty cheese under Brazilian Identity and Quality Standards of
Cheeses (MAPA, 1996).

3.3.5.3 Soluble nitrogen and proteolysis

The content of nitrogen soluble in pH 4.6 of all experimental cheeses
increased over the ripening period (Fig. 2). Group 4 cheeses produced with Lb.
plantarum (LCN 17) and Lactococcus sp. (LCN 20) produced significantly more
pH 4.6SN than Group 3 Lb. plantarum (LCN 28) and Lb. rhamnosus (LCN 43),
during the ripening period. Production of pH 4.6SN in Group 1 and Group 2
cheeses differed only slightly. The results are in agreement with the study of
Sallami et al. (2004), who reported no obvious differences in pH 4.6SN for
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Cheddar cheeses manufactured with or without adjunct cultures. The larger
discrepancies found in Portuguese cheeses, especially at the end of ripening,
were found mainly between control cheeses (without inoculum) and those
inoculated with any form of starter culture. Significantly higher pH 4.6SN/TN
values for model cheeses inoculated with a combination of Lb. brevis and Lc.
lactis were apparent, when compared to the other model cheeses and

especially with control cheeses (Pereira et al., 2008).

pH4.6 NS/NT (g/100g)

0 30 60 90
Ripening time (days)

TCANS/NT (g/100g)
W

will Iﬂ

Rlpenlng time ( days

Figure 2 (5). Evolution of soluble nitrogen (SN) at pH 4.6 (upper panel) and
trichloroacetic acid (lower panel), in relation to total nitrogen (TN), in Fascal
cheeses. Group 1 (black bars); Group 2 (gray bars); Group 3 (white bars);
Group 4 (dashed bars). Means with common letters are significantly different (P
< 0.05).
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The TCASN content ranged from 2.5 to 6.9 g 100g™. The initial values
were lower than observed in recently manufactured Cheddar cheese (Emmons
et al., 2003). The values in 4 months-ripened Pecorino Sardo (Madrau et al.,
2006) and 3 months-ripened Idiazabal (Mendia et al., 2000) were much higher
than those observed in Fascal after 3 months of ripening. Considering the
effects of type of inoculum, the TCA SN/TN ratio progressively increased with
time, in a similar fashion to that of pH 4.6 SN/TN until the end of the ripening

period.

The cheese proteolysis measured by the ratio of TCASN to pH 4.6SN,
increased with the age of Fascal cheese. Proteolysis in cheese is often
measured by means of quantification of cheese WSN and TCASN buffers. Milk
proteinases could contribute to primary proteolysis, and the increment during
the later stage of ripening is associated with bacterial proteinases, which are
extensively released via lysis of their microbiota (Pereira et al., 2008). TCASN
consists primarily of small peptides, free amino acids (FAA), and other minor
nitrogenous compounds produced by both starter and non-starter bacteria
(Sousa et al., 2001).

Both pH 4.6SN and TCASN, expressed as a percentage of total N,
increased in the different Fascal formulations as the cheese aged (Fig. 2). Both
proteolysis indices were comparable to other ewes’ milk cheese, such as
Piacentinu Ennese (Fallico et al.,, 2006), and much higher compared with
Parmigiano-Reggiano and Serra da Estrela (Sousa et al., 2001). Piacentinu
Ennese cheese undergoes a very low extent of proteolysis during aging;
chymosin plays a major role in regulating the primary hydrolysis of caseins and
peptidases from microbiota contribute to the slow formation of small peptides
and FAA (Fallico et al., 2006). In Ragusano cheese produced with cow’s milk,
proteolysis was significantly affected by cheese layer and age. Significant
increases in nitrogen soluble in WSN and TCASN were found from rind to core
and throughout ripening (Fallico et al., 2004). The season of the year exerted a
marked influence on proteolysis in Idiazabal cheese. Higher levels of as- and [3-

casein degradation, higher soluble nitrogen and non-protein nitrogen contents,
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and higher total FAA contents were recorded in summer (Mendia et al., 2000),

the same season when Fascal cheese were manufactured.

The combination of Lb. plantarum (LCN 17) and Lactococcus sp. (LCN
20) was the most effective at increasing the pH 4.6SN content. As shown by the
viable cell counts (Table 1), these cheeses showed higher values for
lactobacilli. Lactobacilli cell lysis released intracellular proteolytic enzymes in
cheese slurry, decreasing the residual percentage of as;- and B-CN fractions
within 30 d of incubation (Sousa et al., 2001). Sallami et al. (2004) studied the
effect of incorporating a highly autolytic lactobacilli (Lb. bulgaricus UL12), a
highly proteolytic lactobacilli (Lb. casei L2A), and nisin-producing strain (Lc.
diacetylactis UL719) into Cheddar cheese starter cultures on the properties of
resultant cheeses. Results showed that proteolysis was accelerated by using

autolytic lactobacilli.

3.3.6 Conclusions

Fascal cheeses manufactured with different starter cultures showed
variability in microbiological and chemical parameters. The addition of cultures
selected in this study (Lactobacillus plantarum LCN 28 and Lactobacillus
rhamnosus LCN 43) appears to be beneficial in the disappearance of
undesirable microbiota. Supporting the proposal of traditional technology of
Fascal cheesemaking, produced with raw milk and ripening period longer than
60 days, the use of autochthonous LAB cultures could be used to ensure the

manufacture of typical raw milk cheese.
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3.3.7 References

Abeni F, Degano L, Calza F, Giangiacomo R & Pirlo G 2005 Milk quality and
automatic milking: fat globule size, natural creaming, and lipolysis. Journal of
Dairy Science 88 3519-3529



120

ANVISA 2001 Regulamento Técnico Sobre os Padrdes Microbiologicos para
Alimentos. Resolucdo RDC N° 12, 02/01/2001. Brasilia: Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria

APHA 2002 Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods, 4th ed. Washington: American Public Health Association

AOAC 2000 Official Method of Analysis, 17th ed. Washington: Association of
Official Analytical Chemists

Bynum DG & Barbano DM 1985 Whole milk reverse osmosis retenates for
Cheddar cheese manufacture: chemical changes during aging. Journal of Dairy
Science 68 1-10

Casper JL, Wendorff WL & Thomas DL 1998 Seasonal changes in protein
composition of whey from commercial manufacture of caprine and ovine
specialty cheeses. Journal of Dairy Science 81 3117-3122

Cogan TM, Barbosa M, Beuvier E, Bianchi-Salvadori B, Cocconcelli PS,
Fernandes |, Gomez J, Gomes R, Kalantzopoulos G, Ledda A, Medina M, Rea
MC & Rodriguez E 1997 Characterization of the lactic acid bacteria in artisanal
dairy products. Journal of Dairy Research 64 409-421

De Angelis M, Corsetti A, Tosti N, Rossi J, Corbo MR & Gobbetti M 2001
Characterization of non-starter lactic acid bacteria from Italian ewe cheeses
based on phenotypic, genotypic, and cell wall protein analyses. Applied and
Environmental Microbiology 67 2011-2020

El Soda M, Madkor SA & Tong PS 2000 Adjunct cultures: recent developments
and potential significance to the cheese industry. Journal of Dairy Science 83
609-619

Emmons DB, Dube C & Modler HW 2003 Transfer of protein from milk to
cheese. Journal of Dairy Science 86 469-485

Fallico V, McSweeney PLH, Siebert KJ, Horne J, Carpino S & Licitra G 2004
Chemometric analysis of proteolysis during ripening of Ragusano cheese.
Journal of Dairy Science 87 3138-3152

Fallico V, Tuminello L, Pediliggieri C, Horne J, Carpino S & Licitra G 2006
Proteolysis and microstructure of Piacentinu Ennese cheese made using
different farm technologies. Journal of Dairy Science 89 37-48

Mucchetti G, Bonvini B, Remagni MC, Ghiglietti R, Locci F, Barzaghi S,
O’Sullivan L, Ross RP, Hill C, Francolino S, Perrone A, Rubiloni A, Campo P,
Gatti M & Carminati D 2008 Influence of cheese-making technology on
composition and microbiological characteristics of Vastedda cheese. Food
Control 19 119-125

Freitas C & Malcata FX 2000 Microbiology and biochemistry of cheeses with
Appélation d’Origine Protegeé and manufactured in the Iberian Peninsula from
ovine and caprine milks. Journal of Dairy Science 83 584-602

Hunt C, Burn P & Adamezuk ZC 1987 Proximate composition and fat type of
three popular take away meal. International Journal of Food Science and
Technology 22 669-675



121

IAL 2008 Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz: Métodos quimicos e fisicos
para analise de alimentos, 4th ed. Sao Paulo: Instituto Adolfo Lutz

IBGE 2006 Pesquisa da Pecuaria Municipal 2006. Instituto Brasileiro de
Geografia e  Estatistica. Retrieved  August 20, 2008, from:
http://www.ibge.gov.br.

IDF 1993 Milk. Determination of nitrogen content. IDF Standard 20B. Brussels:
International Dairy Federation

IDF 1997 Milk and Milk Products. Determination of fat content. IDF Standard
152A. Brussels: International Dairy Federation

Kongo JM, Gomes AM, Malcata FX & McSweeney PLH 2009 Microbiological,
biochemical and compositional changes during ripening of Sdo Jorge — a raw
milk cheese from the Azores (Portugal). Food Chemistry 112 207-211

Kuaye AY 1994 An ultraviolet spectrophotometric method to determine milk
protein content in alkaline medium. Food Chemistry 49 207-211

Madrau MA, Mangia NP, Murgia MA, Sanna MG, Garau G, Lecci L, Caredda M
& Deiana P 2006 Employment of autochthonous microflora in Pecorino Sardo
cheese manufacturing and evolution of physicochemical parameters during
ripening. International Dairy Journal 16 876-885

Marshall RT 1992 Standard methods for the examination of dairy products. 16th
ed. Washington: American Public Health Association

Mendia C, Ibafiez FC, Torre P & Barcina Y 2000 Influence of the season on
proteolysis and sensory characteristics of Idiazabal cheese. Journal of Dairy
Science 83 1899-1904

MAPA 2003 Métodos Analiticos Oficiais para Analises Microbiologicas para
Controle de Produtos de Origem Animal e Agua. Instrugdo Normativa N°. 62,
26/08/2003. Brasilia: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

MAPA 1996 Regulamentos Teécnicos de Identidade e Qualidade dos Produtos
Lacteos. Portaria N°. 146, 11/03/1996. Brasilia: Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento

Pereira Cl, Gomes EO, Gomes AMP & Malcata FX 2008 Proteolysis in model
Portuguese cheeses: effects of rennet and starter culture. Food Chemistry 108
862-868

Pisano MB, Fadda ME, Deplano M, Corda A, Casula M & Cosentino S 2007
Characterizarion of Fiore Sardo cheese manufactured with the addition of
autochthonous cultures. Journal of Dairy Research 74 255-261

Rizzello CG, Losito |, Gobbetti M, Carbonara T, De Bari MD & Zambonin PG
2005 Antibacterial activities of peptides from the water-soluble extracts of Italian
cheese varieties. Journal of Dairy Science 88 2348-2360

Sallami L, Kheadr EE, Fliss | & Vuillemard JC 2004 Impact of autolytic,
proteolytic, and nisin-producing adjunct cultures on biochemical and textural
properties of Cheddar cheese. Journal of Dairy Science 87 1585-1594



122

Schillinger U & Lucke FK 1989 Antibacterial activity of Lactobacillus sake
isolated from meat. Applied and Environmental Microbiology 55 1901-1906

Scintu MF & Piredda G 2007 Typicity and biodiversity of goat and sheep milk
products. Small Ruminant Research 68 221-231

Sousa MJ, Ardo Y & McSweeney PLH 2001 Advances in the study of
proteolysis during cheese ripening. International Dairy Journal 11 327-345

3.4 ARTIGO 4
3.4.1 Effect of calcium on ovine caseinate functional properties
3.4.2 Abstract

The solubility of colloidal particles of ovine caseinate in the presence of
calcium was followed comparing the colloidal particle size and the protein
composition of colloidal particles remaining in suspension. A comparison with
the behaviour of bovine caseinate was carried out. A sequential salting-out
process due to progressive Ca?" binding to at least two kinds of sites was
observed to both caseinates. The precipitation curves were fitted and the affinity
constants and binding site numbers were calculated with an equation based in
the concept of Wyman'’s linked functions. Ovine caseinate colloidal aggregates
formed in the presence of calcium turned out to be less stable and bigger than
bovine ones. The binding of calcium to protein residues modifies the
composition and the conformation of caseinates. An aggregation process at low
ovine caseinate concentration and a gelation process at high protein
concentration induced by the hydrolysis of glucono-0-lactone were studied in
presence of calcium concentration which no precipitation occur. The presence
of calcium affects the kinetic of both processes and the final state of aggregates
or gels formed. The degree of compaction and average size of the aggregates
and rheological properties of gels formed at the end of the acidification process

depend on the calcium concentration added.

Keywords: Ovine caseinate, calcium, solubility, acid aggregation and gelation,

glucono-delta-lactone
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3.4.3 Introduction

Production of typical dairy products from ewes can provide a profitable
alternative to cow milk products owing to their specific taste, texture and their
natural and healthy properties. Some major reviews exist concerning the
biochemical composition of sheep milk. In fact is well known that sheep milk
contains approximately a double concentration of proteins, fats and a higher
energetic value than cow milk (Park et al.; 2007). It also contains vitamins and
an important source of macro-minerals and oligoelements. In ewes cheese, the
amount of these nutrients is even higher than the one observed in sheep milk
due to their concentration during the chesse manufacture process (Suarez and
Busetti, 2006). Sheep milk is a more suitable source for cheese production
compared to cow milk since ovine milk is characterized by a lower colloidal

stability (Raynal-Ljutovac et al., 2008).

The main protein fraction in ovine milk is represented by caseins (76-
83% of total proteins). These proteins and its derived caseinates are extensively
used in food industry because of their physicochemical, nutritional and
functional properties, and make them useful ingredients in complex food
preparations (Park et al., 2007). Caseinates are added to different products
because of their high emulsifying, water-binding and gelation capacities, their
resistance to heat treatments and their contribution to the food texture and
juiciness. Some of these properties make caseinates helpful ingredients in the
preparation of bakery and confectionery products, where they can be used as
milk sustitutes (Gaucheron et al., 1997). Cheese making, i.e. renneting
properties, of sheep milk are affected by its physicochemical properties,
including pH, larger casein micelle, more calcium per casein weight, and other
mineral concentration in milk, which cause differences in coagulation time,
coagulation rate, curd firmness, and amount of rennet needed (Ramos and
Juarez, 2003; Park et al., 2007). However, these physicochemical properties of

ovine caseins have still need be matter of further research.
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From a nutritional point of view, caseins have all the essential
aminoacids and an important function in the transport of calcium and
phosphate, representing an easily digestible source of nutrients, contributing to
a carefully balanced diet (Linde, 1982). Caseins occur in milk as stable colloidal
aggregates known as casein micelles, mainly composed by as;3-, Os2-, - and k-
casein (0s;-, asz-, B- and k-CN) linked together with the contribution of colloidal
calcium phosphate, a mineral complex involving mainly calcium and phosphate
ions (Holt, 1997). Regarding the aminoacidic composition of ovine and bovine
caseins, no difference is observed between the number of as;-CN residues,
while as, and K-CN possess a higher number of residues. In the other hand,
ovine B-CN contains a lesser number of residues than the bovine counterpart
(Park et al., 2007).

Industrial caseinates are obtained from milk caseins in different ways,
and are generally associated with sodium, potassium, calcium or magnesium
ions. Their functional properties are different according to the associated
cations. Particularly, calcium ions produce a number of important effects on
casein solubility and colloidal stability. Therefore, calcium binding to caseins is
important in food processing when calcium caseinate is used as ingredient
(Mora-Gutierrez et al.,, 1993b). Studies with purified caseins showed that
individual as;-, asy- and B-CN are readily precipitated by calcium ions, whereas
K-CN is not. On the contrary, this latter component is able to stabilize the other
casein components against the flocculating action of calcium ions by the
formation of stable colloidal aggregates (Mora-Gutierrez et al., 1993a). Although
solubility and colloidal stability of bovine caseins in the presence of calcium ions
have been studied by different authors from thermodynamic and Kkinetic
approachs (Farrel et al., 1988; Horne, 1979), research regarding ovine caseins

has merited lower attention.

Dissociation and aggregation of casein fractions due to caseinate
acidification results in the formation of a gel structure. A possible explanation to
this phenomena is that as pH is adjusted toward the isoelectric point causes a

decrease of the repulsive interactions, resulting in a destabilization of the
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system as pH drops below approximately 5 at a given temperature (Braga et al.,
2006; Ruis et al.; 2007). One acidification process that has gained the attention
of food industry is direct acidification by the addition of a lactone, such as
glucono-6-lactone (GDL) which avoids some of the difficulties associated with
the traditional process of using bacteria. In fact the final pH of the system is a
function of the amount of GDL added whereas starter bacteria produce acid

until they are inhibited by the low pH (Braga et al., 2006).

Casein gels are responsible for most of the rheological/textural properties
(i.e. stretch, fracture) of ewe cheese and other dairy products. Rheological
properties are examinated as a quality control method in food industry to
perform research on the structure/texture of food products. Although rheological
characteristics and functional properties of cow milk and its dairy products have
been extensively studied, the documentation on those of sheep milk products
are scarce (Park, 2007).

In this work, an overall study of the physicochemical parameters of whole
ovine caseinates in presence of calcium was performed. Solubility of ovine
casein in presence of calcium was studied from a thermodynamic approach
using the concept of Wyman’s linked functions (Wyman, 1964). Using the
fluorescence technique, the possible conformational changes exhibited by
casein due to the effect of calcium was investigated. Acid aggregation of
calcium caseinate (Ca-Cas) was analyzed on the basis of spectrophotometric
measures and a particle size analysis, whereas gelation was investigated by

following the rheological properties of the system.

3.4.4 Materials and methods
3.4.4.1 Precipitation of ovine casein

The procedure was followed for the preparation of ovine casein from milk
of Lacaune breed sheep from Southern Brazil. After centrifugation at 10,000 g
for 10 min at 4C, the skim milk was acidified at pH 4.5 with 1 M acetic acid
under continuous stirring at 25<T. After 30 min at 40C, the mixture was filtered

through Whatman N40 paper using a vacuum pump. The precipitated casein
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was washed with distilled water, dissolved with the addition of 10 g L™ NaOH
until it reached pH 7.0 and precipitated again. Four successive cycles of
precipitation and washing were carried out. The final precipitate was washed
with acetone and chloroform if necessary, to remove the residual fat globules
(Moatsou et al., 2004; Shalichev and Tanev, 1972).

3.4.4.2 Colloidal stability test

Sodium caseinate (10 g L™) was prepared from the previously obtained
ovine casein, by dissolving 1 g casein in 50 ml 0.1 M NaOH. Dissolution of
ovine casein was adjusted to a final pH 6.8 by adding 0.1 M HCI and taken to a
final volume of 100 ml with distilled water (Gatti et al., 1999).

Two millilitres of desired concentration (0 to 30 mM) of calcium chloride
in 0.2 M imidazole buffer pH 6.8, were added to 2 mL of protein solution in thick-
walled centrifuge tubes. The tubes were inverted three times and allowed to
stand in a 25°C water bath for 1 hour. Tubes were centrifuged at 1500 g for 20
minutes (Mora-Gutierrez et al., 1993a; 1993b). Precipitates (insoluble casein
aggregates) and supernatant (casein colloidal aggregates, CCA) were obtained.
Each experiment was replicated at least twice.

3.4.4.3 Precipitation of casein by Ca**

Caseinate precipitation by Ca?* was interpreted by Farrell et al. (Farrell et
al., 1988; Mora-Gutierrez et al., 1993a; 1993b) using the concept of Wyman'’s
linked functions (Wyman, 1964), assuming that the cation binding to the protein
is followed by the precipitation or salting-out of the less soluble calcium
caseinate formed:

Kn
p + nCa- od - pPCa, (1)

where p is the unbound protein, n is the number of Ca** moles bound to the

specie pCa, and K{' is the equilibrium constant of the process of precipitation
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or salting out. The mathematical relationship representing the above

stoichometry will be:

Sw=S 0+ s (pca) @
where Spp is the apparent protein solubility at a given Ca?* concentration, f(i)

are the protein fractional components of species i, Sp the initial concentration of

soluble caseinate and S; is the apparent solubility of pCa..

According to Alvarez et al. (2007), the following equation was developed, which
is used to fit the experimental data of solubility as a function of concentration of
ca":

« . S skfce] (s-8)(k)Tc]”

T 1ek[ca]"  1+k[ca]" 1+K, [ca’]” @)
where Sjis the apparent solubility of pCa,Can and K;corresponds to the
second salting-out process. The parameters involved were calculated as
follows: in a first step, the Ca?" induced solubility profiles were analyzed by
fixing the value of n and calculating the values of K; and S;, which gave the best
least-squares to fit equation (3) in the first moiety of the curve; n was then fixed
to a new value and the whole process was repeated. The values of n, which
gave the minimum root mean square and the lowest K; error, and the

correspondent S; and K; values were introduced in equation (3), and the same

approach was applied for m, Sl and K'1 calculation.

3.4.4.4 Urea-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (Urea-
SDS-PAGE)

The CCA supernatants obtained from the colloidal stability test were
analyzed by Urea-SDS-PAGE using a vertical gel system, according to the
method of Laemmli (1970). The protein bands were identified using commercial

Os-, B- and k-CN (Sigma Chemical Co.).
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The relative intensity of the bands was determined by scanning the
stained gels and analyzing the pixel densities of the digitized protein bands,

using specially designed software for this purpose (X-GEL).

3.4.4.5 Composition of the precipitates

The precipitates of insoluble casein aggregates obtained from the colloid
stability test were separated at 25°C by centrifugation at 1500 g for 30 min. The
amount of the different components in the solid phase was obtained from the
difference between the total concentrations and the average concentrations in
the supernatants. These last concentrations were calculated from the solubility
values of the correspondent precipitation curves, obtained by fitting these ones
using the equation (3), in order to interpret the experimental curves obtained,

and the relative concentration of each of the components determined by PAGE.

3.4.4.6 Size variations of the CCA

The changes in the CCA size were followed by the wavelength (A)
dependence of turbidity (1) of the suspensions, measured as B = 4.2 + d(logrt) /
d(logA). B is a parameter which has a direct relationship to the average size of
the particles, and can be used to detect and easily follow rapid size changes
and was obtained from the slope of log t vs. log A plots, in the 450 to 650 nm
range, where the absorption due to the protein chromophors is negligible
(Horne, 1987; Risso et al., 2007).

On the other hand, it has been shown that 3, for a system of aggregating
particles of the characteristics of caseinates, tends, upon aggregation, towards
an asymptotic value that can be considered as a fractal dimension (Dy) of the

aggregates.

T was measured as absorbance using a Spekol 1200 spectrophotometer
with a diode arrangement. Determinations of B were the average of at least

duplicate measures.
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3.4.4.7 Casein determination

Casein concentration was determined in the initial caseinate solution and
in the supernatants of the colloidal stability test. Casein was measured
according to the Kuaye's method (Kuaye, 1994). All the values used were the

average of at least two determinations.

3.4.4.8 Effect of calcium in acid aggregation of casein

Ovine sodium caseinate was prepared from whole ovine casein
previously obtained by using the same method described in the section 2.2
(Gatti et al., 1999). Calcium chloride was added to the ovine sodium caseinate
solution in order to obtain a final Ca*? concentration ranging from 0 to 2.5 mM.
After the addition of calcium chloride, the system was maintained under

continuous stirring for about 1-2 hours.
Acid aggregation of ovine caseinate

A previously prepared solution of caseinate (5 g L™) was used. Kinetics
of calcium caseinate acid aggregation by using GDL was analyzed by
measuring of turbidity (1) in the range 450-650 nm, in a Spekol 1200

spectrophotometer (Carl Zeiss Jena) with a thermostatized cell.

The amount of GDL added was calculated using the following relation:

_ %w/wGDL
% w /w protein (4)

R used for this experiment was 0.5, at temperature of 35T.

Acidification was initiated by the addition of solid GDL to 10 g of calcium
caseinate suspension. Absorption spectra (450-650 nm) and absorbance at 650
nm (Aesso) Was measured as a function of time until a maximum and constant
value of Agso was reached; simultaneously pH decrease was measured. Values

of parameter B were calculated using the equation mentioned in the item 2.2.4.
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3.4.4.9 Analysis of conformational changes of Ca-Cas

Excitation and emission spectra of the calcium caseinate (5 g L™) were
carried out with the purpose of detecting any spectral shift and/or changes in
the intensity of fluorescence (Fl). Previously, the A and the range of
concentration with a non significant internal filter effect were determined. The
samples (3ml) used for the spectral analysis and FI measures were transferred
into a fluorescence cuvette with a light path length of 1 cm and placed into a
cuvette holder keeping the temperature at desired fixed values. Values of FlI

were registered within the range of 300-400 nm at 35°C using a Aex 0of 286 nm.

3.4.4.10 Surface hydrophobicity (So)

So was estimated according to Kato and Nakai method (Kato and Nakai,
1980; Haskard and Li-Chan, 1998) using the ammonium salt of amphiphilic 8-
anilino-1-naphthalenesulfonate (ANS) as a fluorescent marker, in a
spectrofluorometer (Aminco Bowman Series 2). The measurements were
carried out using wavelengths of excitation (Aexc) and emission (Aem) fixed at 396
and 474 nm, respectively, at a constant temperature of 35°C. Both wavelengths
were previously determined by performing the measurements of emission and

excitation spectra.

Fluorescence intensity (FI) was determined in a sample of calcium
caseinate (5 g L) prepared according to the method described in section 2.3.
FI of the sample containing ANS and different concentrations of calcium
caseinate (Fl,) as well as the intrinsic FI of the calcium caseinate (Fl,) were
measured. The difference between Fl, and Fl, (AF) was calculated and Sp was
determined as the initial slope in the AF vs. Ca-Cas concentration (% wi/v)

curve.

3.4.4.11 Size distribution of Ca-Cas patrticles

Average size of Ca-Cas particles and size distribution measurements
were carried out in a Mastersizer 2000 HYDRO 2000 MU model (Malvern
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Instruments). This instrument is based on Low Angle Laser Light Scattering
(LALLS) which determines that diffraction angle is inversely proportional to size

particle.

Experimental data were obtained as a function of diameters size vs.
volume distributions and De Brouckere mean diameter (D,3) was also

calculated by software processing.

To carry out this determination an amount of solid GDL was added to a
550 mL of 2 g L™ Ca-Cas solution in order to obtain a relation GDL/protein of
0.5. This mixture was maintained at a constant and slow stirring of 600 rpm.
Measurements at different times were performed until the maximum of
obscuration (turbidity) allowed by the instrument was reached. Simultaneously

pH monitoring was followed.

3.4.4.12 Rheological properties of acid gels of Ca-Cas

Rheological properties of Ca-Cas samples (30 g L) were determined in
a stress and strain controlled rheometer TA instruments, AR G2 model
(Brookfield Engineering Laboratories) using a cone geometry (diameter: 40 mm,
cone angle: 2° cone truncation: 55 mm) and a syste m of temperature control
with a bath recirculator (Julabo model ACW 100) connected to a Peltier plate.
An amount of solid GDL according to a proportion GDL/protein of 0.5 was

added to initiate the acid gelification.

Measurements were performed each 20 sec during 100 min with a
constant oscillation stress of 0.1 Pa and a frequency of 0.1 Hz. The Lissajous
figures at various times were plotted to ensure that the measurements of
storage or elastic modulus (G’) and loss or viscous modulus (G”) were always

obtained within the linear viscoelastic region.

The G'-G” crossover times (t;) of acidified caseinate systems were
considered here as the gel times, since most studies of milk/caseinate gelation
have adopted this criterion (Curcio et al., 2001; Braga et al., 2006). pH at ty was

also determined considering the pH value at the G-G” crossover (pHyg).
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3.4.4.13 Statistical Analysis

Several determinations were performed at least in duplicate. The data
were reported as the average value * their standard deviation. The statistical
analysis was performed with Sigma Plot 10.0 software. The relationship
between variables was statistical analyzed by correlation analysis using
Pearson correlation coefficient (r). The statistical significant was considered for
p < 0.05 values.

3.4.5 Results and discussion
3.4.5.1 Colloidal stability test

The protein concentration remaining in the supernatant, when ovine
sodium caseinate was precipitated by increasing total calcium concentration
(TCC) and centrifuged at 1500 g, is shown in Fig. 1A.
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Figure 1 (6) . Remnant caseinate concentration (Spp) in the supernatants of
mixtures of 5 g L™ ovine (A) or bovine (B) sodium caseinate with Ca** in a range
of 0 to 30 mM, as a function of the total calcium concentration (TCC), pH 6.8,
temperature 25°C.

Precipitation started at low TCC (-3 mM) and progressed until an
important protein fraction was precipitated (50% of total protein at 20 mM of
TCC) (Fig. 1A and 2A). Comparing these results with those obtained to bovine
caseinate (Fig. 1B), we can observe that the caseinate precipitation starts
approximately at twofold TCC values. Besides this, only 35% of bovine
caseinate was precipitated at 20 mM of TCC (Fig. 2A). The shape of the curves
obtained for both caseinates presented certain similarities; they showed the

presence of a two steps salting-out process well defined.

The curves obtained after processing the solubility data were fitted using
equation (3) and the affinity constants (Kj, K,) and binding site numbers (n, n')

were calculated with a model based on the concept of Wyman'’s linked functions

by using the Gauss-Newton algorithm (Table 1).

Table 1 (11). Calcium binding parameters for sodium caseinates.

Ky (M7 n K, (M™) n'
Ovine Caseinate 306 +6 23 67 2 4
Bovine Caseinate 78+1 8 43 +1 18

Sodium caseinate concentration 5 g L™, pH 6.8, temperature 25°C.
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It was possible to observe that in the first stage these parameters (affinity
constants, number of binding sites) exhibited higher values for ovine caseinate.
Two kinds of Ca®" binding sites were observed in the precipitation plots (Fig. 1),
presenting apparent average binding constants differing in one order of
magnitude, the stronger ones (Kj) corresponding to the initial step of the
precipitation process. Since the affinity of Ca®* to phosphoserine residues is
higher than to the other binding sites (Farrell et al., 1988; Alvarez et al., 2007),
we assume that this first step of Ca** binding involves mainly casein
phosphoserine residues. However, we cannot exclude the participation of other
anionic residues, such as carboxylate groups, in this stage. Lower values were
obtained for the average association constant for the second step of salting-out

(Table 1), suggesting the participation of weaker affinity sites in this process. K;

and K, values were higher to ovine caseinate than bovine ones.

On the other hand, in the first step, when the TCC is equal to the inverse
of Ky, the apparent solubility (Sapp) is determined by the equation 5:
S,,=2 3 (5)
2
The value obtained for ovine caseinate (3.2 mM) was much lower than

that achieved for bovine caseinate (12.8 mM).

The values of the S, fractional change, v and B for the CCA
suspensions in the supernatants were plotted (Fig. 2 A, B and C respectively).
For a given TCC, the Sy, of ovine caseinate is always lower than the ones for
bovine caseinate (Fig. 2A). The average size of particles remaining in
suspension, as estimated by B values, decreased during the precipitation at
increasing TCC (Fig. 2C). On the contrary, bovine CCA  values diminish at low
TCC, rising again when both the precipitation and the amount of colloidal
particles in suspension were maximal. Nevertheless, it can be observed that
average sizes of the ovine CCA were always highest, especially at low TCC

values.
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Figure 2 (7). Sapp fractional change (A), turbidity (1) as absorbance at 650
nm (B) and parameter (3 (C), in the supernatants of mixtures of ovine (e) and
bovine (o) sodium caseinate (5 g L) with Ca?* in a range of 0 to 30 mM, as a
function of the total calcium concentration (TCC), pH 6.8, temperature 25°C.

B (Fig. 2B) increased to reach a maximum at 20 mM TCC in the case of
bovine caseinate and at 7.5 mM TCC in the case of ovine caseinate, then
decreasing faster. For ovine caseinate, 3 values decreased sharply until ~5 mM
of TCC and then continued decreasing slower (Fig. 2C). These results would
indicate the disappearance of the biggest CCA at high TCC. For bovine
caseinate, B values showed an initial formation of a low amount of relatively
small particles, followed by a second step with further formation of progressively
bigger patrticles.

A qualitative and quantitative analysis of SDS-PAGE showed, for all

TCC, a higher amount of a- and B-CN in the CCA, compared to the amount of
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K-CN, in the case of ovine caseinate (Fig. 3). On the other hand, the ovine k-CN
fraction is always lower than bovine ones, thus justifying the higher average
size of ovine CCA for all TCC. These results are coherent with studies on the
protein composition of bovine casein micelles fractionated by different methods.
They showed that the k-CN content increased when the size of the casein

micelles decreased (Dalgleish et al., 1989; Risso et al., 2007).

According to the results reported in Fig. 3, at a given temperature and
pH, ovine calcium CCA seems to be less stable than the bovine counterparts.
The differences observed might be related to the composition and different
proportion of caseins in cow (Alvarez et al., 2007) and sheep milk. Sheep milk
presents a higher amount of a- and B-casein that in turn have a higher amount
of phosphoserine residues capable of Ca®* binding (Park et al., 2007), which

increases the chances of precipitating of ovine casein.
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Figure 3 (8) . Protein composition (bars) and protein solubility (e) of CCA versus
TCC for ovine (A) and bovine (B) caseinate at 5 g L™, (m) a-CN, (m) B-CN and
(m) K-CN.
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3.4.5.2 Analysis of conformational changes and surface hydrophobicity

The intrinsic fluorescence of sodium caseinate and mixtures at different
proportions Ca:Cas are presented in the Fig. 4. A fluorescence blue shift as well
as an increase in the fluorescence intensity can be seen as the relation Ca:Cas
becomes higher. It can be assumed that this is a consequence of a change to a

more hydrophobic environment around the fluorophores groups in caseins.

FI (arbitrary units)

A (nm)

Figure 4 (9). Fluorescence intensity (FI) vs. wavelength in mixtures of 5 g L™
sodium caseinate: (o) without Ca; (o) 0.5 mM Ca; (A) 1.0 mM Ca; (O) 1.5
mM Ca; (o) 2.0 mM Ca; (¢) 2.5 mM Ca. Temperature was fixed at 35°C.

Surface hydrophobicity of the CCA was determined for diverse Ca?*

additions and it is listed in Table 2. Sp was higher in absence of Ca, varying with

the calcium concentration, but with trend to diminish when Ca®" increases.
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These results would indicate the formation of CCA with more compact structure

when no calcium is present, according to reported in section 3.1.

Table 2 (12). Surface hydrophobicity (So) in mixtures of 5 g L™* sodium
caseinate containing different calcium concentrations, at 35°C.

Calcium Concentration (mM) So (% wiv ™)
0 154 +12
0.5 86 +3
1.0 74 +2
15 106 £ 2
2.0 851
2.5 60+3

3.4.5.3 Acid aggregation and gelation of ovine caseinate: effect of calcium

The acid aggregation was evaluated by following how the parameter B is
modified as the pH varies after adding GDL, in absence and in presence of Ca?*
concentrations where no caseinate precipitation is observed (< 3 mM). The
variation of the parameter B as a function of pH and time is presented in Fig.

SA.
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Figure 5 (10) . Parameter 3 variations as a function of the time (t) and the pH,
after the addition of GDL (A) and variations of pH as a function of time (B)
during the acid aggregation (R 0.5, 35T) of sodium caseinate solutions (5 g L™)
in absence (o) and in presence of different calcium concentrations: (o) 0.5

mM Ca; (A) 1 mM Ca; (0) 1.5 mM Ca; (o) 2 mM Ca; (¢) 2.5 mM Ca.

Results showed, in all of cases, the existence of two well defined steps.
At the beginning, a slow phase with a decrease of (3 values is observed. The

second step presents a sharp increase of average size of particles due to
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formation of colloidal aggregates (tag) that grow until a time in which (3 reaches

Ds value.

In presence of calcium, it can be observed TCC-dependent changes on
tag- The tag increased in the presence of up to 1 mM calcium concentration, and
decreased at higher TCC. This may be partly linked to the reduction of the rate
at which pH becomes lower in the presence of calcium (Fig. 5B), but could also
be related to the decrease of the aggregation rate of caseinate particles in the
presence of the cation. We have found that calcium does not alter the
hydrolysis rate of GDL (data not shown), therefore we assume that the
presence of this cation alters the initial state of the colloidal particles leading to
changes in the aggregation process.

Moreover, the presence of calcium increases the pH,y. Because the
colloidal particles of caseinate in suspension have negative net charge, an
addition of calcium would decrease its electrostatic stability favouring
aggregation of them by reduction of net charge of particles and by increasing of
ionic strength of the medium. In addition, as described in item 3.1, the average
size of initial colloidal particles decreases as TCC becomes higher. Since the
rate of aggregation is limited by the diffusion of particles, hence larger particles
diffused more slowly, thus increasing tag.

It was observed that in presence of calcium the aggregates formed
showed a higher compactation degree (higher D). In order to verify the direct
relationship between the parameter 3 and the average size of particles, we
have performed measures of the D34 and the distribution of sizes of the same

ones using an Mastersizer 2000 HYDRO 2000 equipment.

Fig. 6 depicts the variation of the turbidity (1) as a function of time,
evaluated by visible spectrophotometry and LALLS. It is possible to observe the
same behaviour of acid aggregation of caseinate, independently of the method
applied to carry out the measures and considering that different concentrations
and temperatures were used. Therefore the use of parameter 3 can be an

accessible and easy technique to follow an aggregation process.
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Figure 6 (11). Variations of turbidity (1) as a function of time, after the
addition of GDL, using different methods. (A) Spectrophotometry (Asso),
in mixtures of 5 g L* sodium caseinate, R 0.5, 35°C; (B) LALLS
(Obscuration), in mixtures of 2 g L™ sodium caseinate, R 0.5, 25°C; TCC:
(e) 0.0 mM, (o) 0.5 mM Ca, (A) 1 mM Ca, (o) 2 mM Ca.

As shown in Fig. 7, the curves for the size distribution showed to be also
dependent on the Ca®" concentrations. Before the addition of GDL, the
estimation of size distribution of caseinate particles confirmed the
predominance of increasingly small particles as a result of the TCC raise (Fig.
7A). After adding GDL and while turbidity increases slightly and very slowly, a
decrease of particles average size (Fig. 8) and a shift towards minor values of
size distributions were observed (Fig. 7B and 7C). From the moment when a
sharp increase of turbidity begins (denoted as tyg), a consistent increase of D43

was also observed. This t,g was minor in absence of calcium (Fig. 7D and 8).
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Figure 7 (12). Laser diffraction derived size frequency distribution
(presented as volume percentage) of particles during the acidified
aggregation (R 0.5, 25C) of sodium caseinate solutions (2 g L) in
absence (o) and in presence of different calcium concentrations: (o) 0.5
mM, (A) 1 mM, (o) 2 mM; at distinct times after GDL addition: (A) 0 min;
(B) 20 min; (C) 60 min; (D) 74 min.

As it is defined D43 only indicates the mean diameter in volume of
particles in a system, where concentration of calcium, pH and time were
modified. Fig. 8 shows that among samples with calcium, it can be evaluated
that, at a Ca®" concentration of 2 mM, the aggregation process is even faster
than with the other concentrations. The parameter t,y became higher in
presence of Ca up to 1 mM and decreased at higher concentrations but always
being higher than the values in absence of Ca.
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Figure 8 (13) . Parameter D, 3 as a function of time after the addition of GDL (R
0.5, 25°C) in mixtures of 2 g L™ sodium caseinate(e), 0.5 mM Ca (o), 1mM Ca
(A), 2 mM Ca (o).

Fig. 9 shows, as an example, curves obtained for variations of G’ and G”
during the time of acidification. There is a slow stage where both modulus have
very low values following by a sharply increment of G’ before G’-G” crossing.
Results of rheological properties during gelation of caseinate samples (30 g L™)

revealed that the ty, pHy and G’nax varied depending on the system (Table 3).
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Figure 9 (14) . Variations of elastic modulus G’ (e) and viscous modulus G” (o)
during acidification process after addition of GDL (R: 0.5). Caseinate
concentration 30 g L™, TCC: 0.5 mM, temperature: 35T.
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In presence of calcium, an increase in its concentration was related to an
increase of pHy and a decrease of ty (Table 3), probably due to the net charge
loss of the particles, which makes them less stable and more prone to
flocculate. These gels reached higher values of G’ than gels formed in
absence of Ca®" at the same protein concentration and amount of GDL.
Therefore calcium would favour the intermolecular forces during the formation

of the gel mesh.

Table 3 (13). The G-G” crossover times (min) and pHy for formulations
containing sodium caseinate (30 g L™) with different calcium concentrations,
after adding GDL (R 0.5) at a temperature of 35T.

ca® C(()r?:l:vle)ntratlon tq (r(;i{]) £ Hy+0.01 GIle(Pa)
0 31.5 4.99 167
0.5 65.4 4.56 518
1.0 32.0 4.99 277
2.0 26.8 5.14 228

The decrease in gelation time among different samples containing
calcium was 51.6-59%, indicating that the gel time was also governed by the
higher intensity of association/dissociation of casein particles, which depends
on the change in the ionic and solubility characteristics of the casein molecules
(Braga et al., 2006).

3.4.6 Conclusions

Two steps salting-out process well defined with apparent average binding
constants differing in one order of magnitude were observed when calcium was
added to sodium caseinate suspensions. Precipitation started at low calcium
concentrations (~3 mM) and progressed with an important protein fraction
precipitated at higher calcium concentrations while the average size of particles

remaining in suspension decreased.
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At constant temperatures and pH, ovine casein colloidal aggregates
formed in presence of cation calcium are less stable and bigger than bovine
ones. These differences would be related with casein composition of colloidal
aggregates; ovine particles have higher proportion of a and 3-CN, lower fraction
of k-CN and higher amount of phosphoserin groups which can bind Ca*.
Besides, the environment around the protein fluorophores in caseins becomes
more hydrophobic and protein structures are more compact decreasing the
exposition of hydrophobic sites at increasing cation concentration.

During aggregation or gelation processes, before GDL addition, profiles
obtained from turbidity and LALLS experiments for low caseinate concentrations
and from rheological measures for high caseinate concentrations present
similar characteristics. They reveal two stages: the first one characterized by a
diminution of particles average size, limited turbidity of suspensions and
predominant viscous modulus. The second one distinguished by a sudden
increase of particles average size and turbidity of suspensions, and a sharp

increment of elastic modulus.

Calcium decreases the electrostatic stability of colloidal particles by
diminution of its net charge and would favour the intermolecular forces during
the formation of the gel mesh but it take in account that the decrease of surface
hydrophobicity diminishes the participation of hydrophobic interactions in the
rearrangements during gel formation. The degree of compaction and the
hardness of gels depend on the balance of these two effects which depends on

the Ca®" concentration.

The compaction and average size of the aggregates formed at the end of
the acidification process depends also on the distribution of the initial sizes and
on the Kkinetic of the aggregation phenomena. As the aggregation process
becomes slower the more easily a polypeptide chain could acquire different
orientations leading to the formation of a more compact aggregates and gels
with more elasticity and hardness.
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3.5 ARTIGO 5

3.5.1 Acid Aggregation and Gelation of Ovine Caseinate. Effect of Sucrose and
Lactose

3.5.2 Abstract

The purpose of this work was to evaluate the acid aggregation and gelation of
ovine sodium caseinate solutions induced by glucono-d-lactone (GDL). We
investigated the effects of temperature, protein concentration, GDL amount, and
presence of sugars on these processes, using spectroscopic techniques and
following the rheological properties of systems. The time required to start
particles aggregation decrease with the increment of temperature, amount of
added GDL and ovine caseinate concentration. The addition of sugars leads to
the formation of colloidal particles with more compact structures and lower
surface hydrophobicity, seem increment the electrostatic stability of colloidal
particles. The kinetic and compaction degree of aggregates formed at the end
of acidification process were different of those of bovine ones. An increment of
ovine caseinate concentration or a drop of temperature produce gels with higher
storage modulus. GDL/caseinate ratio and sugars concentrations assayed did

not produce appreciable changes in rheological parameters measured.

Keywords: Ovine caseinate; aggregation; gelation; glucono-delta-lactone;

sucrose; lactose

3.5.2 Introduction

The composition of ovine milk, which is rich in proteins and fat, results in
excellent cheesemaking properties. The sheep's milk has about twice the
concentration of protein, fat and energy than that of cow (1). The unique
nutritional composition of ewe’s milk relative to cow’s milk reflects especially in
cheese yield, approximately two fold higher in ovine cheeses. This greater
cheese yield is explained by the quantitatively higher content of fat (7.5%) and
caseins (4.6%) of ewe’s milk than cow’s counterpart (3.9% of fat and 2.6% of
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caseins) (2,3). Sheep milk is a more suitable source for cheese production
compared to cow milk since ovine milk is characterized by a lower colloidal
stability (4).

Dairy sheep industry has increased intensively during the last decade in
South America. Sheep milk can be used for different purposes and has became
a very important mean for the subsistence economy in geographic areas where
is a major source of special high-quality products (5,6). Production of typical
dairy products from ewes can provide a profitable alternative to cow milk
products owing to their specific taste, texture and their natural and healthy
properties. Besides this, cheeses manufactured from milk of ewes possess a

much higher added value as gourmet products are in stake (2).

The main protein fraction in ovine milk are represented by caseins and
caseinates (76-83% of total proteins) which are extensively used in food
industries because of their physicochemical, nutritional and functional
properties, which makes caseinates useful ingredients in complex food
preparations (3). Caseins occur in milk as stable colloidal aggregates known as
casein micelles, mainly composed by asi-, 0s2-, B- and K-casein (0si-, Os2-, B-
and k-CN) (7). Regarding aminoacidic composition of ovine casein compared to
bovine no difference is observed between the number of residues of as;-CN
while as; and kK-CN possess a higher number of residues. In the other hand

ovine [3-CN contains a lesser number of residues than the bovine one (3).

These proteins are added to different products because of their high
emulsifying, water-binding and gelation capacities, their resistance to heat
treatments and their contribution to the food texture and juiciness (8). Cheese
making, i.e. renneting properties, of sheep milk are affected by its
physicochemical properties, including pH, larger casein micelle, more calcium
per casein weight, and other mineral concentration in milk, which cause
differences in coagulation time, coagulation rate, curd firmness, and amount of
rennet needed (9,3). However, these physicochemical properties of ovine
caseins have still need be matter of further research.
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A wide range of food and pharmaceutical products contain both proteins
and low-molecular-weight sugars. Therefore, it is safe to assume that
interactions between these components are of fundamental importance to the
protein functionality, and also to the general structure, stability, and rheology of
the products (10,11).

Lactose ([3-D-galactopyranosyl(1-4)-D-glucopyranose), the main sugar of
milk and of most other dairy products, corresponds to 4.9% of sheep milk and
4.7% of cow milk, respectively (3). It is used in many industrial products,

especially in food and drugs, and is the main component of milk powder.

Sucrose is a disaccharide of glucose and fructose with an a-1,2
glycosidic linkage, named B-D-fructofuranosyl-(2-1)-a-D-glucopyranoside. The
interactions between sucrose and caseinate are of considerable industrial
importance because both these ingredients are widely used in the formulation of

such popular foods as ice-cream and yoghurt-style desserts (12).

Dissociation and aggregation of casein fractions due to caseinate
acidification result in the formation of a gel structure. A possible explanation to
his phenomena is that as pH is adjusted toward the isoelectric point causes a
decrease of the repulsive interactions, resulting in a destabilization of the
system as pH drops below approximately 5 at a given temperature (13, 14). The
acidic coagulation of casein promotes a protein-protein interaction that is
important in the manufacture of dairy products. Two different acidification
processes could be distinguished being one by bacterial culture and the other
by chemical reagents, such as glucono-d-lactone (GDL) (15). The latter has the
benefit of producing a slow reduction in pH and avoids some of the difficulties,
such as variable activity and variation with type of culture used, associated with
starter bacteria (13,16). In fact the final pH of the system is a function of the
amount of GDL added whereas starter bacteria produce acid until they are
inhibited by the low pH (13).

Rheology is a powerful tool for analysing the different steps involved in milk
clotting and in gel formation, and for assessing the texture of the final product.

Casein gels are responsible for most of the rheological/textural properties (i.e.
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stretch, fracture) of ewe cheese and other dairy products. The most important
factors controlling the rheological properties of acid-induced caseinate gels are
the protein content, pH, ionic strength and presence of other components (13).
Although rheological characteristics and functional properties of cow milk and its
dairy products have been extensively studied, the documentation on those of

sheep milk products has been scarce (17).

In this work, an overall study of the physicochemical parameters of whole
ovine caseinates was performed. Acid aggregation was evaluated at different
temperatures, protein concentrations and GDL amount, and the influence of
sugars was verified under the chosen conditions. The possible conformational
changes exhibited by casein due to the effect of sucrose or lactose were
investigated using the fluorescence technique. Acid aggregation of caseinate in
absence or in presence of sugars was analyzed on the basis of
spectrophotometric measures and a particle size analysis, whereas gelification

was investigated by following the rheological properties of the system.

3.5.3 Materials and Methods
3.5.3.1 Materials

Ovine casein was obtained from milk of Lacaune breed sheep from
Southern Brazil. The procedure of precipitation was followed for the preparation
of casein. After centrifugation at 10,000 rpm for 10 min at 4C, the skim milks
were acidified at pH 4.5 with 1 M acetic acid under continuous stirring at 25C.
After 30 min at 40C, the mixture was filtered through Whatman N° 40 paper
using a vacuum pump. The precipitated casein was washed with distilled water,
dissolved with the addition of NaOH 10 g L™ until it reached pH 7.0 and
precipitated again. Four successive cycles of precipitation and washing were
carried out. The final precipitate was washed with acetone and chloroform, to
remove the residual fat globules (1, 18). The pellet of ovine casein was stored in
the dark at 4 C.

The bovine sodium caseinate powder, the acidulant glucono-6-lactone

(GDL) and 8-anilino-1-naphthalenesulfonate (ANS) as ammonium salt were
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purchased from Sigma-Aldrich Co. Sucrose, lactose, HCI and NaOH were
provided by Cicarelli SRL. Calcium chloride and sodium azide were purchased

from Mallinckrodt Chemical.

3.5.3.2 Preparation of Caseinate Solutions

Ovine sodium caseinate was prepared from the ovine casein previously
obtained, by dissolving the amount of wet pellet in 50 mL 0.1 N NaOH. Ovine
casein solution was adjusted to a final pH 6.8 by adding HCI of different
concentrations and taken to a final volume of 100 ml with distilled water (19).
Bovine sodium caseinate solution were prepared from dissolution of commercial

drug in distilled water (pH ~6.8) and room temperature (23-25°C).

Casein concentration was determined in the initial caseinate solutions
and was measured according to the Kuaye's method (20). All the values used
were the average of at least two determinations. After concentration
measurements, sodium azide was added at 0.02%w/v as a bacteriostatic agent,

and the solutions were stored in the dark at 4 <C.

3.5.3.3 Acid Aggregation of Casein

Kinetics of acid aggregation by using glucono-delta-lactone (GDL) was
analyzed by measuring of turbidity (t) in a Spekol 1200 spectrophotometer

(Carlzeiss Jena) with a diode arrangement and a thermostatized cell.

Solutions of caseinate (2 g L™ or 5 g L™) previously prepared were used. The
amount of GDL added was calculated using the following relation:

_ %w/wGDL
% w /w protein

(1)

Relations tested were 0.5, 0.7 and 1.0, at temperatures of 25T and 35<.

Acidification was initiated by the addition of solid GDL to 10 g of
caseinate suspension. Absorption spectra (450-650 nm) and absorbance at 650
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nm (Agsp) was measured as a function of time until a maximum and constant
value of Agso was reached; simultaneously pH decrease was measured. The
changes in the caseinate size were followed by the wavelength (A) dependence
of turbidity (1) of the solutions, measured as B = 4.2 + d(logt) / d(logA),
according to Risso et al. (21). The parameter § is related to the size, shape, and
compaction degree of particles, and it can be used to detect and easily follow
rapid changes in colloidal particles submitted to different conditions.  was
obtained from the slope of log 1 vs. log A plots, in the 450 to 650 nm range,
where the absorption due to the protein chromophors is negligible (21).

Determinations of 3 were the average of at least duplicate measures.

On the other hand, it has been shown that 3, for a system of aggregating
particles of the characteristics of caseinate particles tends, upon aggregation,
towards an asymptotic value that can be considered as a fractal dimension (Dy)

of the aggregates (22).

3.5.3.3.1 Effect of Sucrose and Lactose on Acid Aggregation of Casein. Solid
sucrose or lactose was added to the ovine sodium caseinate solution (5 g L™) in
order to obtain a final concentration ranging from 0.1 to 2.0% (w/v). After the
addition of sucrose or of lactose, the system was maintained under continuous
stirring for about 1-2 hours. R used for this experiment was 0.5, at temperature

of 35C. Determinations of 3, T and pH were performed.

3.5.3.3.2 Effect of Sucrose and Lactose on the viscosity of media. The
aggregation process is limited by diffusion, and diffusion depends on the
medium viscosity (#), so it is important to determine the effect of the presence
of sugars on it. The viscosities were measured in triplicate, using an Ostwald’s
capillary viscosimeter, which can be satisfactorily used for viscosity
determinations in Newtonian liquids, placed in a thermostatically controlled
water bath at a temperature of 35.00 £ 0.05°C. The same viscosimeter was
used for all the measurements and was mounted so that it always occupied the

same position in the bath. In accordance with Poiseuille law, the time for the
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meniscus solution to move between two marks was measured (tso) and the

relative viscosity (77;) was calculated as:

- tsoI [ 10 sol (2)

n
)

where s is solution density, o is water density and tp the time for meniscus
water to move between two marks. A digital densimeter Anton Paar GmbH was

used to measure densities.

3.5.3.3.3 Analysis of Conformational Changes of Caseinate Solutions.
Fluorescence excitation and emission spectra of the caseinate (1 g L™) were
carried out in order to detect spectral shifts and/or changes in the relative
intensity of fluorescence (Fl), in a spectrofluorometer Aminco Bowman Series 2.
Previously, the excitation wavelength (Aex) and the range of concentration with a
non significant internal filter effect were determined. The samples (3 mL) used
for the spectral analysis and FI measures were transferred into a fluorescence
cuvette with a light path length of 1 cm and placed into a cuvette holder keeping
the temperature at fixed values desired. Values of FI were registered within the
range of 300-400 nm at 35°C using a Aex 0f 286 nm.

3.5.3.4 Surface Hydrophobicity (So)

Sp was estimated according to Kato and Nakai method (23,24) using the
ammonium salt of amphiphilic 8-anilino-1-naphthalenesulfonate (ANS) as a
fluorescent marker, in a spectrofluorometer (Aminco Bowman Series 2). The
measurements were carried out using wavelengths of excitation (Aexc) and
emission (Aem) fixed at 396 and 474 nm, respectively, at a constant temperature
of 35°C. Both wavelengths were previously determined by performing the

measurements of emission and excitation spectra for caseinate-ANS complex.

The FI was measured in samples containing a fixed volume of 6 mM
ANS and consecutive aggregates of 1% w/v caseinate with or without sugars

(Flp). The Fl was also determined in samples with protein alone in presence or
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absence of sugars at the same concentrations (Fly). The difference between
Fl, and Fl, (AF) was calculated and Spwas determined as the initial slope in the

AF vs. Cas concentration (% wi/v) curve.

3.5.3.5 Size Distribution of Caseinate Particles

Average size of caseinate particles and size distribution measurements
were carried out in a Mastersizer 2000E HYDRO 2000 MU model (Malvern
Instruments). This instrument is based on Low Angle Laser Light Scattering
(LALLS) which determines that diffraction angle is inversely proportional to size
particle.

Experimental data were obtained as a function of volume % distributions
vs. diameters size and De Brouckere mean diameter (D4 3) was also calculated
by software processing. To carry out this determination an amount of solid GDL
was added to a 550 mL of solution of caseinate (2 g L™) in order to obtain a
relation GDL/protein of 0.5. This mixture was maintained at a constant and slow
stirring of 600 rpm. Measurements at different times were performed until the
maximum of obscuration (turbidity) allowed by the instrument was reached.

Simultaneously pH monitoring was followed.

3.5.3.6 Rheological Properties of Acid Gels of Caseinates

Rheological properties of caseinate samples (30 g L™) were determined
in a stress and strain controlled rheometer AR G2 model (TA Instruments) using
a cone geometry (diameter: 40 mm, cone angle: 2° cone truncation: 55 mm)
and a system of temperature control with a bath recirculator (Julabo model
ACW 100) connected to a Peltier plate. An amount of solid GDL according to a
proportion GDL/protein of 0.5 was added to initiate the acid gelification.

Measurements were performed each 20 sec during 100 min with a
constant oscillation stress of 0.1 Pa and a frequency of 0.1 Hz. The Lissajous

figures at various times were plotted to ensure that the measurements of
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storage or elastic modulus (G’) and loss or viscous modulus (G”) were always

obtained within the linear viscoelastic region.

The G'-G” crossover times (t;) of acidified caseinate systems were
considered here as the gel times, since most studies of milk/caseinate gelation
have adopted this criterion (13, 25). pH at ty was also determined considering
the pH value at the G’-G” crossover (pHyg).

3.5.3.7 Statistical Analysis

Several determinations were performed at least in duplicate. The data
were reported as the average value * their standard deviation. The statistical
analysis was performed with Sigma Plot 10.0 software. The relationship
between variables was statistical analyzed by correlation analysis using
Pearson correlation coefficient (r). The statistical significant was considered for
p < 0.05 values.

3.5.4 Results and Discussion
3.5.4.1 Acid Aggregation of Ovine Caseinate

After addition of GDL, ovine sodium caseinate solutions start a number of
changes that lead to protein aggregation. Different variables can modify the
kinetic of this process. Fig. 1 shows the influence of the temperature variation
on the acid aggregation of ovine caseinate. In all cases could be observed the
existence of two well definite stages. In the first one, much slower, was
observed a gradual increase of the turbidity (Fig. 2A) and a decrease of the
parameter (3 at the long of the time and at decreasing the pH. At pH near to
isoelectric point of caseins (pl ~ 4.6), when particles lost the electrostatic
stability by reduction of its net charge, the second stage of aggregation started
(tag) With high increment of the number of collisions between casein molecules
per time unit. It was manifested by a sharp increase in T (do not shown) and 3
until the time the aggregates stop growing, at which both parameters remain

constant. These profiles suggest a rapid association of caseinate submicelas to
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form a large number of small particles, which are finally aggregated to form

bigger particles.

It is known that bovine sodium caseinate in aqueous solution has a
considerable level of self-association (like sub-micelles or micelles), and that
the level of these self-association of caseins particles depends on such factors
as protein concentration, protein composition, calcium ion concentration, ionic
strength, temperature and pH (26,27). These features can be extrapolated to
ovine sodium caseinate solutions, which forms colloidal particles self-associated
bigger than bovine ones, in absence or in presence of calcium (data not
shown). In the first stage during acidification process, at pH > pl, the diminution
of 3 could indicate a conformational change or a reduction on average size due
to disaggregating of submicelles of sodium caseinate, leading to the formation
of smaller compact protein structures as Belyakova et al. (12) suggested for

bovine caseinate, but even in the absence of sucrose.

The pH value observed at the tyy (pHag) ranged from 4.9 to 5.1 for all
conditions showed in Fig. 1. However, the acid aggregation at 35C (Fig 1 A)
was faster than at 25T (Fig 1 B), for the different caseinate concentrations and
GDL/caseinate ratios (R). The effect of the temperature on the drop of viscosity
of bovine caseinate solutions already was described by Barreto et al. (28), but
at much higher concentrations. Since the aggregation process is limited by the
diffusion of particles, this effect could favour the increase of the aggregation
rate of caseinate particles. On the other hand, an increase of the temperature,
which increments the constant of rate of the GDL hydrolysis, reduced the time
required to reach the same concentration of protons (similar pHag). This
outcome is effective to lead to protein-protein interactions that could be

hydrophobics, which are favored by the increase in temperature.



159

(A)

(B)
Figure 1 (15). 3D projection of curves of variations of § and pH as a function of
time during the acid aggregation at 35C (A) and at 25T (B) of ovine sodium
caseinate solutions: (¢) 5gL™*, R0.7;(c) 5gL* R0.5; (A)2gL*, R0O.7; (A)
2 gL' ROS5; (©) 2 g L% R 1.0. Each point is the average of at least two
independent determinations.
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Different R values (0.5; 0.7; 1.0) were used in order to obtain varied rates
of acidification (Fig. 1). It was observed that high GDL relation made this
process faster, independently of the temperature used. The t,y decreased 78-
80% when R varied from 0.5 to 1.0, at the same caseinate concentration. An
increase of the amount of added GDL decreased the time required to achieve

the pHag.

Caseinate concentration affected the process considerably, taking into
account the same temperature and GDL amount (Fig 1). The time required for
the aggregation was smaller at concentrations of 5 g L™, with a reduction
ranged from 16 to 26% compared to the other caseinate concentration (2 g L™).
Moreover, the velocity of pH decrease rose with the increase of temperature,
amount of added GDL and ovine caseinate concentration (Fig 2B). Therefore
although the viscosity increased with the protein concentration, the reduction of
the rate at which pH becomes lower leads to a t,g higher when concentration

decreasing.

In summary, the time required to start a sharp increase in the number of
particles and in aggregates size decrease with the increment of temperature,
amount of added GDL and ovine caseinate concentration.

T (AGSO)

0 20 40 60 80 100 120 140
(A)
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Figure 2 (16). Variations of turbidity (1) (A) and pH (B) of ovine caseinate
solutions as a function of time after addition of GDL for different ovine caseinate
concentrations, R and temperatures: (¢) 5g L™ R 0.7, 35C; (o) 5gL* RO0.5,
35C; (A)2gLY R0.7,35C; (A)2gL* R0.5 35C; (m)5gL* RO.7, 25C;
(0) 5 g L* R 0.5 25T. Each point is the average of at least two independent
determinations.

Besides, the duration of the first stage was also governed by the higher
intensity of association/dissociation of caseins in colloidal particles, which
depends on the change in the ionic and solubility characteristics of the casein
molecules (13). In this stage, while the pH diminishes, the energetic barrier
originated by electrostatic repulsion among similarly charged residues
decreased and the collisions that lead to the formation and development of
aggregates were affected. The increase of the temperature and of the caseinate
concentration improved the probability of collision between particles,

consequently decreased the ty,.

On the other hand, the modification of different mentioned variables did
not produce appreciable changes on the Ds of aggregates formed at the end of

the acidification process.
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Comparing these results with those obtained to bovine caseinate (Fig 3),
we can observe similar profiles and behaviours face up to changes of studied
variables, but always t,g was higher and Ds lower for ovine caseinate than
bovine ones. Ovine caseinate has a greater proportion of as- and B-CN, and
lower k-CN than bovine protein (data not shown). Because of these features,
average sizes of the ovine colloidal particles in suspension are always biggest.
These results could indicate that tag and Ds depend also on the initial state of
colloid particles of sodium caseinate in suspension, like composition, average

size and surface hydrophobicity among others.

(A)
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(B)

Figure 3 (17). 3D projection of variations of f and pH as a function of time
during the acid aggregation of 5 g L™ sodium caseinate. Effect of temperature
(A) and effect of R (B) for ovine caseinate solutions: (o) 35C, R 0.5; (A) 25T,
R 0.5; (0) 35T, R 0.7; and bovine caseinate solutions: (e) 35C, R 0.5; ( A)
25C, R 0.5; (V) 35C, R 0.7. Each point is the average of at least two
independent determinations.

3.5.4.2 Effect of sucrose or lactose on caseinate solutions and acid aggregation

3.5.4.2.1 Analysis of conformational changes. The intrinsic fluorescence of
sodium caseinate and mixtures at different proportions of sucrose or lactose are
presented in the Figure 4. The blue shift and an increase in the fluorescence
intensity observed in presence of both sugars suggested a change to a more
hydrophobic environment around the fluorophores groups in caseins. These
results could be associated with the production of a conformational change
leading to the formation of colloidal particles of caseinate with more compact

structures.
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Figure 4 (18) . Fluorescence relative intensity (FI) vs. wavelength (A) in mixtures
of 1 g L™ ovine sodium caseinate in the presence of sucrose (A) or lactose (B)
at different concentrations: (@) 0%; (o) 0.1%; (A) 0.3%; (A) 0.5%; (m) 0.7%;
(o) 1.0%; (V) 1.5%; (V) 2.0% (w/v). Temperature: 35°C. Each point is the
average of at least two independent determinations.
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3.5.4.2.2 Surface Hydrophobicity (So). Surface hydrophobicity of the sodium
caseinate was determined for diverse sugar concentrations and it is listed in
Table 1. Sy decreased sharply in presence of sucrose or lactose at all sugar
concentrations. The results would indicate the formation of casein colloidal
aggregates (CCA) with more compact structure when any sugars are present
which exposes in its surface low hydrophobic groups. At pH of caseinate
samples (6.80-6.87), the results are similar to those described by Belyakova et
al. (12) for bovine caseinate at 7.0 < pH <5.1 but at much higher sucrose
concentrations (10-60 w/v %).

Table 1 (14). Surface hydrophobicity in mixtures of 1 g L™ ovine sodium

caseinate at different sucrose or lactose concentrations, at 35°C.

Sucrose Concentration (% w/v) So (% wivh)
0 154 +£12
0.1 14+1
0.5 20+1
1 16.0+£0.3
2 13.6£0.9
Lactose Concentration (% w/v) So (% wiv?h)
0 154 £ 12
0.3 371
0.7 34+2
16.2+0.8
2 12+1

3.5.4.2.3 Effect on kinetic of acid aggregation. After ascertaining the influence of
temperature, caseinate concentration and GDL/caseinate ratio on acid
aggregation, the following conditions were chosen to investigate the effect of
sugars: temperature of 35C, R of 0.5 and a caseina te concentration of 5 g L™.

Effect of sugars on caseinate acid aggregation is presented in the Fig. 5. The tyg

diminished until 32% at low sucrose concentrations (up to 0.3% w/v), however
increased 15-31% at high concentrations (Fig. 5 A). On the other hand, the
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values at all lactose concentrations enlarged (10-37%) (Fig. 5 B). This may be
partly linked to the reduction of the rate at which pH becomes lower in the
presence of sugars, especially at low sucrose concentrations. Results agree
with the variation in velocity of the first stage, which is related to the second
step of aggregation and the D; reached at the end of the process.

A)

(B)
Figure 5 (19). 3D projection of the curves of variations of § and pH as a
function of time during the acid aggregation (R 0.5, 35TC) of ovine sodium
caseinate solutions (5 g L™) with sucrose (A) and lactose (B) at different
concentrations: (e) 0%; (o) 0.1%; (A) 0.3%; (A) 0.5%; (m) 0.7%; (o) 1.0%;
(V) 1.5%; (V) 2.0% (w/v). Each point is the average of at least two
independent determinations.
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Due to the fact that aggregation is limited by particles diffusion, we
determined the effect on the viscosity caused by the addition of sucrose or
lactose. Fig. 6 shows a regular increment of n, with the concentration of tested

sugars, in greater proportion for lactose.

1.05 |

1.04 | 3

1.03?— % ()
= |

1.02 | 2 .

: 1
101 % ® E
1.00?— §§
o{o‘ - ‘075‘ - ‘110‘ - ‘1I.5‘ - ‘270‘

sugar concentration (% w/v)
Figure 6 (20). Relative viscosity (n,) of the medium as function of sugar
concentration: sucrose (e) or lactose (o). Temperature: 35°C.

For the same cosolute concentrations, greater tyy values were observed
with lactose than with sucrose, probably due to the biggest increase in viscosity
of the medium observed with the presence of the first sugar.

It is possible suggest that sugars induce two opposite effects: 1) a
decrease of protein aggregation caused by the reduction of surface
hydrophobicty and the rise of the viscosity reducing the particle diffusion; 2)
increase of the protein-protein interaction by preferential exclusion of sugars
from the protein’s surface. The prevalence of one or another effect depends on

the nature and the concentration of sugars.

In the first place, a marked decrease of Sy was observed in the presence
of sugars and this outcome not favours the hydrophobic attractive interactions

which drive to aggregation of caseinate particles. As often lactose as sucrose
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increased the n,, however the first had a major impact, which would explain the

increase in time even at low concentrations of lactose.

On the other hand, according to Timasheff's theory of cosolvent
preferential binding to proteins, sucrose and others polyols are preferentially
excluded from protein surface, producing an exclusion zone in the protein
neighbourhood which tend to reduce itself to minimize the free energy of the
system, promoting in this way stabilization of native structures or self-assembly

and aggregation processes (29).

Comparing these results with those obtained to bovine caseinate (Fig. 7),
we can observe that t,g assumes values always similar and lower in presence of
both sugars than caseinate alone. On the other hand, the pHyq did not change
both in the absence or presence of disaccharides. Conversely the pH.q varied
from 5.0 to 4.7 in presence of sucrose and from 5.0 to 4.6 in presence of
lactose for ovine caseinate, indicating that lactose and sucrose present potential
effects upon its electrostatic stability. Besides, the Ds of ovine aggregates

formed at the end of acidification course was higher than those of bovine origin.

A)
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Figure 7 (21). 3D projection of the curves of variations of § and pH as a
function of time during the acid aggregation (R 0.5, 35C) of bovine sodium
caseinate solutions (5 g L™) with sucrose (A) and lactose (B) at different
concentrations: (e) 0%; (o) 0.1%; (A) 0.5%; (o) 1.0%; (V) 2.0% (w/v). Each
point is the average of at least two independent determinations.

A difference between ovine and bovine caseinates acid aggregation
behaviour could be expected because the difference in its casein composition
and in their electrostatic or/and steric stabilities. Besides, sugars only produce a
slight reduction of bovine caseinate surface hydrophobicity (data not shown);
therefore there are more hydrophobic patches on protein surface that it favours

aggregation.

3.5.4.2.4 Size Distribution of Caseinate Particles. To verify the relationship of
parameter (3 with average particles size during acid aggregation process, we
had done LALLS measurements. Fig. 8 depicts the variation of the turbidity (1)
as obscuration and the parameter D43 as a function of time for 2 g L™ ovine
sodium caseinate solutions in absence or in presence of an intermediate

sugar:protein ratio among assayed ones. Samples containing sucrose or
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lactose (0.5% w/w) exhibited a same behavior that those obtained by
spectrophotometric determinations. Mixtures of caseinate and sugars took more
time to reach higher values of obscuration than samples without sugars (Fig.
8A). On the other hand, it also observed two stages. In the first one, after
adding GDL and while turbidity remained constant, a slowly reduction of the
particles average size was observed. From the moment (t,g) when a sharp
increase of turbidity begins, a consistent increase of D, 3 is also observed up
the maximum obscuration reached by the equipment (Fig. 8B). This parameter

tag became higher in presence of both sugars.

On the other hand, without sugars, number % distributions (not shown)
reveal the existence of pre-existing caseinate aggregates with diameters of
about 1.5 microns, which are responsible of initial obscuration. At the first stage,
the increment of D43 while the obscuration increases slowly may be due to
dissociation of the pre-existing aggregates simultaneously with the formation of
a large amount of new aggregates of smaller size. At pH 4.9-5.1, the number of
particles with electrostatic destabilization is so great that it causes the

aggregation to much bigger particles and as a result the raise of D 3.

In the presence of sugars, the same thing seemed to happen, but in the
first stage would prevail the dissociation of the pre-existing aggregates. The
constant value of obscuration during the first stage suggests that disaccharides
reduce the rate of formation of new particles. When the number of small
particles is large enough, the obscuration increases up they generate bigger

aggregates at lower pH.
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Figure 8 (22) . Parameters turbidity (obscuration) (A) and D43 (B) as a function
of time as a function of time after the addition of GDL (R 0.5, 25°C) in mixtures
of 2 g L™ ovine sodium caseinate (), in presence of 0.5% w/v sucrose (A) or

lactose 0.5% (m).
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As it is shown in Fig. 9, the curves for the size distribution were also
dependent on the presence of lactose or sucrose. These and above results
would be an indicator that presence of both disaccharides increases the

electrostatic stability of the colloidal particles of ovine caseinate, especially
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Figure 9 (23). Laser diffraction derived size frequency distribution
(presented as volume percentage) of particles during the acidified
aggregation (R 0.5, 25°C) of ovine sodium caseinate solutions (2 g L-1)
(e) and in presence of 0.5% (w/v) sucrose(A) or lactose (m). (A) O min;
(B) 20 min; (C) 60 min; (D) 73 min; (E) 90 min.
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The mixtures presented a diverse particle size distribution before the
addition of GDL (Fig. 9 A), and variations were observed after adding GDL
depending on the absence or the presence of sugars (Fig. 9 B and C). After 73
min, when the sample without sugars already has bigger aggregates, samples
with sugars show even a shift to lower particles size (Fig. 9 D). Only appear
bigger aggregates at 90 min before GDL addition (Fig. 9 E).

It has been shown by light scattering measurements in dilute solutions
that sodium caseinate associates into small well-defined aggregates with an
aggregation number that depends on the environmental conditions such as
temperature, pH, or ionic strength. Probably star-like aggregates are formed
with a hydrophobic centre and a hydrophilic (charged) corona (30). The degree
of compaction and average size of the aggregates formed at the end of the
acidification process depends not only on the distribution of the initial sizes but
also on the kinetic of the aggregation phenomena. As the aggregation process
becomes slower the more easily a polypeptide chain could acquire different

orientations leading to the formation of a more compact aggregate.

3.5.4.3 Rheological Properties of Acid Gels of Caseinates

Above a certain protein concentration, the loss of electrostatic stability by
acidification results in the formation of a three-dimensional gel network. Effect of
caseinate concentration, GDL/caseinate ratio, temperature and presence of
sugars on gelation of ovine caseinate was investigated, changing one variable
at a time. Results in Table 2 indicate that G'- G" crossover times (tg) decreased
as protein concentration or GDL/caseinate ratio increased, without variation on
pHy. Instead when the temperature dropped, ty grew. The pHy was about 5.0-
5.1 for all systems. Because the same amount of H* is needed to attain the
caseinate clotting in all samples (similar pHg), an increase in the GDL
concentration reduced the gel time. The ty decreased by about 43% as the
GDL/protein ratio increased from 0.5 to 0.7 and 64% when the GDL/protein ratio
increased from 0.5 to 1.0, for a given amount of caseinate (3% w/v) and at
35C.
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Also an increment of caseinate concentration or a drop of temperature
produce gels with higher storage modulus. On the contrary, GDL/caseinate ratio

assayed did not produce changes in the gels elasticity.

Table 2 (15). Gel times (tg), pHy and maximum storage modulus (G') for
formulations containing sodium caseinate at different concentrations,

temperatures and amounts of adding GDL.

Sodium .

_ ty (Min) + G’ max

Caseinate R T(C) pHy +0.01
0.01 (Pa) £ 10

(% wiv)

5 1 35 9.27 4.99 920

3 1 35 11.51 4.97 230

3 0.7 35 17.89 5.03 263

3 0.5 35 31.56 4.99 250

3 0.5 25 47.64 5.07 550

Similar results had been reported by Braga et al. (13) for bovine
caseinate, but at 10 C. The outcomes observed by t hese authors denote that
the gel obtained with fast acidification was weaker at rupture but had a higher
capacity to store elastic energy. In contrast, slow acidification yielded a hard,
firm network, probably because of extensive reorganization or rearrangement

within the segments.

As can be seen in Table 2, the temperature also affected the rheology of
caseinate gels. The dynamic mechanical properties of dense sodium caseinate
solutions were studied by Pitkowski et al. (30), through measuring the shear
viscosity and the frequency dependent loss and storage shear modulus. At high
caseinate concentrations, the viscosity decreases strongly with increasing
temperature due to a decrease of the repulsive interaction between the

caseinate patrticles.
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Effects of caseinate concentration, GDL/caseinate ratio and temperature
on gel times of ovine caseinate were according to the results obtained in the

study of aggregation with diluted caseinate solutions.

When added sucrose or lactose to 3% (w/v) to the caseinate solutions, at
R 0.5 and 35T, there were no appreciable changes n either in ty (24-27 min)
nor in pHy (5.0-5.2). The values of maximum G' ranged 180-260 Pa, close to
those obtained in the absence of sugars. Although the addition of sucrose and
lactose led to changes on the aggregation of diluted samples, no modifications
were detected on the gelification of concentrated ones, likely a few molecules of

sugars in comparison with an amount of protein particles.

This study suggests that the use of simple spectrophotometric
techniques can produce reliable results in the study of processes like

aggregation and gelling of proteins as caseinates.
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4. CONCLUSOES

O queijo Fascal produzido com a tecnologia tradicional e cultura
iniciadora comercial apresentou reducdo das contagens de coliformes durante
a maturacdo do queijo, num periodo estabelecido em noventa dias. Do ponto
de vista fisico-quimico e com base nos parametros da legislacéo brasileira para
gueijos, o queijo Fascal maturado por noventa dias foi classificado como um

produto de baixa umidade ou de massa dura e gordo.

A composicao fisico-quimica do leite de ovelha da raca Lacaune foi
semelhante a de leite ovino produzido no Brasil, mas inferior a de leite ovino
produzido no continente europeu. Foi evidenciada a necessidade de uma

legislacdo brasileira que contemple as diferentes espécies produtoras de leite.

Alguns isolados de bactérias lacticas selecionadas a partir de leite cru e
de queijo de ovelha apresentaram viabilidade para serem usadas como
culturas iniciadoras e demonstraram a producao de substancias semelhantes a
bacteriocinas. Lactobacillus plantarum LCN 17 e Lactobacillus rhamnosus LCN
43 exibiram atividade contra Listeria monocytogenes, sendo que as
substancias produzidas pelo primeiro isolado apresentaram maior estabilidade

aos tratamentos submetidos.

A utilizagdo da combinacdo das culturas autoctones Lactobacillus
plantarum LCN 28 e Lactobacillus rhamnosus LCN 43 na fabricacdo de queijo
Fascal demonstrou ser adequada em condi¢cbes experimentais, 0 que poderia
contribuir na producéo de um queijo tipico de leite de ovelha.
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As avaliagbes fisico-quimicas realizadas com caseinas e caseinatos
obtidos a partir do leite de ovelha da raca Lacaune contribuiram para que
possam ser desenvolvidos produtos com este leite e para determinar as
condicbes adequadas de processamento. Os resultados obtidos com as
técnicas espectrofotométricas consideradas simples mostraram ser confiaveis e

aplicaveis ao estudo de processos de agregacéo e gelificacdo dos caseinatos.

A avaliacdo global do processo de agregacdo do caseinato revelou a
existéncia de duas etapas e indicou que a compactacdo e o tamanho meédio
dos agregados formados dependem do tamanho inicial e da cinética durante o
fendmeno de agregacédo. O estudo da agregacéo e gelificacdo do caseinato
ovino induzida por glucono-d-lactona definiu as condi¢cdes experimentais de
temperatura, concentracdo de caseinato e relacdo GDL/proteina a serem

empregadas.

O caseinato ovino teve sua solubilidade afetada pela presenca de calcio
e foi menos estavel que o caseinato bovino, sendo observadas no caseinato
ovino uma alta proporcédo de a- e (B-caseina e menor fracdo de k-caseina. O
grau de compactacdo e a dureza dos geéis de caseinato ovino foram
dependentes da concentracdo de calcio empregada.

A adicao de sacarose e lactose ao caseinato ovino acarretou a formacao
de particulas coloidais com estrutura mais compacta e menor hidrofobicidade
superficial, diferentes das observadas para o caseinato bovino. As
concentracbes de acguUcares testadas ndo produziram mudancas nos

parametros reoldgicos.
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5. PERSPECTIVAS

As perspectivas de novos estudos estdo baseadas nos resultados deste

trabalho e na necessidade de aprofundamento em alguns temas:

- Estudo da producdo de peptideos bioativos pelas bactérias lacticas

isoladas de leite de ovelha e queijo Fascal,

- Avaliacdo do efeito das bactérias lacticas sobre a estrutura da caseina

ovina e a implicacao sobre as propriedades funcionais da proteina;

- Avaliacdo da agregacao e gelificacdo de caseinato ovino em presenca
do polissacarideo carboximetilcelulose, parcialmente realizada até o

momento;

- Producéo de géis mistos de caseinato ovino em condi¢cdes semelhantes
as utilizadas na formulacdo de produtos lacteos, como sobremesas,
coberturas e filmes comestiveis, e que possam ser extrapoladas para

escala industrial.
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