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RESUMO

A microbiota do queijo € composta por bactérias do &cido latico, que sdo adicionadas como
iniciadores (starter lactic acid bacteria — BAL) e culturas adjuntas ou ndo iniciadoras (non
starter lactic acid bacteria -NSLAB). Apds a fermentacdo e a prensagem da coalhada, as
bactérias iniciadoras atingem altos nimeros, mas sua viabilidade diminui devido a deplecéo de
lactose, adicdo de sal e baixo pH e temperatura. A autolise inicial libera o conteudo celular,
incluindo nutrientes e enzimas, na matriz de queijo. Durante a maturacdo, a NSLAB pode
atingir densidades celulares de 10’-108 UFC/g ao final de vérios meses de maturacio. O leite
cru é a principal fonte do NSLAB, mas também outras fontes, como outros ingredientes para
fabricacdo de queijos e utilizacdo de equipamentos de plantas com biofilmes persistentes,
contribuem para a composic¢do do NSLAB. Dependendo da espécie e linhagem, sua atividade
metabolica pode contribuir para defeitos ou inconsisténcia na qualidade do queijo e para o
desenvolvimento do sabor tipico do queijo. Apesar de exercer uma enorme influéncia na
maturacao de alguns tipos de queijos, acredita-se que em torno de 80% dos defeitos de queijos
estejam de alguma forma associado as NSLAB, seja por meio da protedlise (descaracterizacdo
da textura e off flavours), da producdo de gas e também a racemizacdo do L-Lactato em D-
Lactato, com isso ocorre dificuldade na abertura de olhaduras em alguns queijos com bactérias
propidnicas ou mesmo levando a formacao de cristais de lactato na superficie dos queijos (p6
branco). O objetivo deste estudo foi investigar o impacto causado pelas bactérias NSLAB na
producdo de queijos. Foram realizadas buscas sisteméaticas em bases de dados eletrdnicas
nacionais e internacionais alcancando inimeros artigos relacionados, alguns artigos avaliados
apresentaram resultados satisfatérios demostrando o potencial das bactérias NSLAB em causar
prejuizos na fabricacdo do queijo. O presente trabalho visou identificar as bactérias NSLAB e
apresentar seus efeitos benéficos na industria lactea, principalmente contra a presenca de
patdégenos no queijo, gracas ao aumento da competicdo (exclusdo competitiva) e também a
producdo de bacteriocinas, o que pode levar a uma extensdo da validade comercial do produto.
Em um segundo momento visou apresentar os problemas causados pela bactéria NSLAB na
producdo do queijo quando ndo se segue medidas preventivas para o controle da populagéo e
da espécie da NSLAB, bem como informar a importancia de conhecer a microbiota presente no
leite para a fabricacdo de queijos.

Palavras-Chave: Microbiota. Cultura. Fabricacdo. Fermentagé&o.



ABSTRAT

The cheese microbiota is composed of lactic acid bacteria, which are added as starters (starter
lactic acid bacteria - BAL) and adjunct or non-starter cultures (non starter lactic acid bacteria
- NSLAB). After fermentation and pressing the curds, the initiating bacteria reach high numbers,
but their viability decreases due to lactose depletion, addition of salt and low pH and
temperature. Initial autolysis releases cellular content, including nutrients and enzymes, into
the cheese matrix. During maturation, NSLAB can reach cell densities of 10—108 CFU / g after
several months of maturation. Raw milk is the main source of NSLAB, but also other sources,
such as other ingredients for making cheese and using plant equipment with persistent biofilms,
contribute to the composition of NSLAB. Depending on the species and lineage, its metabolic
activity can contribute to defects or inconsistency in the quality of the cheese and to the
development of the typical cheese flavor. Despite having an enormous influence on the
maturation of some types of cheeses, it is believed that around 80% of cheese defects are
somehow associated with NSLAB, either through proteolysis (de-characterization of texture
and off flavors), from gas production and also the racemization of the L-Lactate in D-Lactate,
with this there is difficulty in opening glances in some cheeses with propionic bacteria or even
leading to the formation of lactate crystals on the surface of the cheeses (white powder) . The
aim of this study was to investigate the impact of NSLAB bacteria on cheese production.
Systematic searches were carried out in national and international electronic databases,
reaching numerous related articles, some articles evaluated showed satisfactory results showing
the potential of NSLAB bacteria to cause losses in cheese production. The present work aimed
to identify NSLAB bacteria and present their beneficial effects in the dairy industry, mainly
against the presence of pathogens in cheese, thanks to increased competition (competitive
exclusion) and also the production of bacteriocins, which can lead to an extension of
commercial validity of the product. In a second step, it aimed to present the problems caused
by the NSLAB bacteria in cheese production when preventive measures for the control of the
NSLAB population and species are not followed, as well as informing the importance of
knowing the microbiota present in milk for the manufacture of cheese.

Keywords: Microbiota. Culture. Manufacturing. Fermentation.
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1. INTRODUCAO

O agronegdcio brasileiro é dividido em varios setores, o de laticinios tem imenso
destaque, tendo por base o valor bruto de producdo (VBP) que é originado do setor pecuério, a
Confederacdo da Agricultura e Pecudria do Brasil aponta que o setor lacteo nacional representa
24% desse valor, perdendo apenas para o setor de carne bovina e sendo superior, por exemplo,
ao setor de producdo de carne suina, frangos e ovos (CNA, 2017). A industria de laticinio possui
varios segmentos, dentre eles o setor queijeiro esta entre os de maior expressdo econdmica e
comercial. Segundo levantamento realizado pela Associacdo Brasileira das Inddstrias de
Queijo, a producéo de leite no pais em 2015 foi em torno de 34 bilhdes de litros, dos quais 46%
foram destinados a producéo de queijos (ABIQ, 2016).

Na fabricacdo de queijos, as caracteristicas do produto final sdo determinadas pelas
propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas do leite utilizado e pelas etapas envolvidas no
processo de fabricacdo conforme relatado por Dadalt, (2019). As intervenc@es tecnoldgicas
podem influenciar nos aspectos fisico-quimicos, definindo o padrdo de qualidade do produto
maturado (DADALT, 2019).

No Brasil 0 mercado de queijos possui caracteristicas especificas quando se refere as
defini¢bes que sdo adotadas para que se possa diferenciar queijos comuns, queijos finos (ou
especiais) e queijos artesanais conforme descrito por Perry, (2004). Queijos comuns tem
fabricagdo padroniza, ndo apresentam sabor, aroma e textura destacaveis, como os produzidos
pela indUstria lactea, incluindo aqueles que possuem denominacdes regionais, mantidos
tradicionalmente pela producdo artesanal. No entanto queijos finos ou especiais tem sua
producdo em curta escala pela industria, visando atender a uma estratégia comercial,
objetivando manutencao de precos elevados e de diferenciacdo apenas de tamanho, forma e
rotulagens. Essa porcdo do mercado de queijos finos no Brasil possui forte influéncia da
oscilacdo dos queijos industriais importados que possuam o mesmo nome. (CHALITA et al.,
2010).

Com a evolucao da producédo e comercializagao observa-se que ao longo dos anos gerou
uma transformacdo do mercado lacteo brasileiro. Uma dessas transformacdes esta ligada a
abertura comercial e a integracdo econdmica, a valorizagdo cambial e também a
profissionaliza¢do da producdo dos produtos lacteos, sendo a mais importante, relacionada a

mudanca nos padrdes de consumo de lacteos da populacéo brasileira, associado a isso, esta a
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transformacéo do produto em commodity e a constituicdo de grandes estruturas industriais
(CORREA, 2014).

As bactérias laticas (BAL) sdo grupos que tem como principal caracteristica a producao
de &cido latico pela fermentacdo de carboidratos. Sdo Gram positivas, ndo formadoras de
esporos, catalase e oxidases negativas e anaerobias facultativas (SILVA et al., 2017). Essas
bactérias sdo muito utilizadas como fermento lactico durante o processo de fabricacdo de
queijos, por conferir caracteristicas organolépticas como sabor, aroma e textura, agregando
valor ao produto final (HUERTAS 2010). As bactérias acido latica (BAL) estdo sendo
encontradas em varias fontes alimentares e também em diversos produtos fermentados como
produtos lacteos, carne, bebidas, vegetais entre outros. Essas bactérias estdo distribuidas
naturalmente pela natureza e podem ser isolados da agua, solos, silagens, plantas e também do
trato intestinal dos animais e humanos (FONSECA; SANTOS, 2007). Esse grupo de bactérias
é caracterizado, portanto, por possuir um metabolismo fermentativo de agUcares no qual o acido
lactico apresenta-se como seu principal produto. As bactérias acido lacticas (BAL) sdo
associadas a estes produtos lacteos e fermentados de maneira intencional, podem ser
adicionadas ou ndo no inicio da producdo de queijo; quando ndo adicionadas utiliza-se somente
aquelas que ja ocorrem naturalmente no leite, levando a uma fermentacdo espontanea. Certas
bactérias do &cido lactico (BAL) sdo também utilizadas como probi6ticos sendo adicionadas
para conferir beneficios de salde para os consumidores (FONSECA; SANTQOS, 2007).
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1.1 PROBLEMATIZACAO

Diante da influéncia das bactérias do acido lactico ndo iniciadoras (non starter lactic
acid bacteria — NSLAB) na qualidade dos queijos, verificou-se que é comum sua presenga em
indUstrias de laticinios principalmente em tubulagdes e equipamentos por onde circula o leite e
setores que compdem o processo de fabricacdo. Podem também chegar ao queijo através de re-

contaminacdo do leite, pois estas bactérias também estdo presentes no ambiente da fabrica.

Outro ponto observado é o periodo em que o leite permanece parado para a pré ma-
turacdo, seja pela caracteristica do cultivo ou mesmo por questdes operacionais. Deve-se evitar
esta operacdo tratando-se de fabricacdo de queijos, ja que isso acaba auxiliando o crescimento
das bactérias NSLAB.

Principais defeitos encontrados em queijos relacionados as NSLAB, (descaracterizagdo
de textura e off flavours), produgdo de géas, abertura de olhaduras em queijos com bactérias

propiénicas ou mesmo formando cristais de lactato na superficie dos queijos (pé branco).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar como a presenca das NSLAB impacta na qualidade do queijo, nas inddstrias
lacteas e na saude humana, observando os desafios encontrados pela industria de laticinios para

manter um produto indcuo e objetivando atingir a seguranca alimentar desejada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Definir o que séo bactérias NSLAB e quais sdo seus impactos na cadeia lactea.

- Identificar como métodos de controle preventivo podem se tornar um diferencial tanto
na qualidade do produto, quanto na lucratividade da industria através da bibliografia.

- Identificar as formas que o controle preventivo pode atuar dentro da inddstria através

da bibliografia.
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2.3 DELIMITACAO

Este projeto de pesquisa delimitou-se em obter informacéo sobre como as NSLAB (Non
Starter Lactic Acid Bacteria), podem impactar na qualidade fisico-quimica do queijo, podendo
influenciar de forma negativa na producgéo das industrias e a produgdo de um produto de baixa
qualidade. Neste contexto, o projeto cientifico visa apresentar informacgdes para decisfes de
manutencdo e/ou alteracdo das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Este projeto teve como
referéncia pesquisa bibliografica por meio da busca manual visitando sites e/ou anais
de conferéncias e periddicos em busca dos artigos sobre o topico pesquisado a também busca
automatica visitando bibliotecas digitais para buscar artigos de acordo com uma determinada

palavra-chave ou conjunto delas.
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2.4 RELEVANCIA

A escolha do presente tema teve como objetivo abordar um assunto atual e de relevancia
social, pois aborda uma questdo de seguranga alimentar e impactos econémicos com base em
pesquisa bibliografica como sites e/ou anais de conferéncias e periddicos em busca dos artigos
sobre o tépico pesquisado. A busca por alimentos de qualidade é crescente entre a populacéo e
vem de encontro do que nos ¢ garantido por lei “Lei n® 11.346, de 15 de setembro de 2006, por
Seguranca Alimentar e Nutricional — SAN entende-se a realiza¢ao do direito de todos ao acesso
regular e permanente a alimentos de qualidade, em quantidade suficiente, sem comprometer o
acesso a outras necessidades essenciais, tendo como base praticas alimentares promotoras de
salde que respeitem a diversidade cultural e que seja ambiental, cultural, econdmica e
socialmente sustentavel”.

Estima-se em torno de 50 a 80% dos defeitos encontrados nos queijos estejam relacio-
nados as NSLAB e sua presenca em queijos fabricado com leite cru ou pasteurizado tem sido
motivo de muitos debates, sabe-se que alteracdes indesejaveis nas caracteristicas sensoriais de
alguns queijos podem ocorrer. Em muitos alimentos tradicionais (alimentos fermentados), por
exemplo, iogurte, queijo, chucrute e outros vegetais fermentados, e azeitonas, as bactérias acido
laticas desempenham um papel importante na prevencao da deterioracdo e do crescimento de
microrganismos patogénicos (SANDERS et al., 2010). Apesar das LAB e NSLAB serem
seguras e benéficas ao homem, a preocupacao em relacdo a algumas cepas apresentarem fatores
de viruléncia resistente a antibioticos € grande, e que esses genes possam ser transmitidos para
bactérias patogénicas, mas isso ainda é considerado controverso (ADIMPONG et al., 2012;
GIRAFFA, 2012).

Com isso a inclusdo de medidas para evitar a contaminacdo do leite cru por
microrganismos, das pessoas envolvidas no processo de producgéo queijo, limpeza e sanitizacao
das instalacGes e equipamentos, utilizacdo de agua de qualidade e limpeza de tubulacéo sdo de
extrema importancia para produzir um produto de qualidade para o consumidor e evitar
prejuizos para a industria. O uso de Boas Préaticas de Fabricagdo do queijo é recomendado para
prevenir esses defeitos tais como: amolecimento, sabor e odor estranho, olhaduras, manchas
com um pé branco na casca do queijo, etc. Vale ressaltar que as medidas preventivas precisam
ser diarias e em todos os setores, objetivando 0 méximo de seguranca no alimento produzido
(MOURA, 2017).
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2.5 METODOLOGIA

Esse trabalho é uma pesquisa bibliografica realizada por meio de consulta na base de
dados periddicos capes, repositdrios institucionais e relatorios técnicos, acerca da NSLAB (non
starter lactic acid bacteria), relacionado a defeitos encontrados nos queijos. As pesquisas €
coletas de dados foram realizadas no periodo de fevereiro a junho do ano de dois mil e vinte, a
partir de questbes levantadas sobre o tema, foram consultadas cerca de 133 obras por meio de
revisdes bibliograficas, tendo sido empregados artigos cientificos, livros e referéncias em
bancos de dados eletrnicos e nas bases bibliograficas: Google académico, Scielo, BDTD,
ScienceDirect e o periodo de consulta foi de 2010 a 2019. Para coleta das informagdes, foram
buscados os seguintes descritores (BAL, NSLAB, bactérias do acido latico, maturacdo dos

gueijos, microbiota dos queijos, caracteristicas fisico quimica dos queijos).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 QUEIJO

3.1.1 EVOLUCAO DA PRODUCAO E DA QUALIDADE DO LEITE NO
BRASIL

No Brasil a pecuaria surgiu em1532 com a chegada de Martim Afonso de Souza que
ancorou em Séo Vicente e desembarcou 0s primeiros 32 bovinos europeus. Jodo Castanho Dias
ilustra em As raizes leiteiras do Brasil que a primeira ordenha realizada uma vaca, ocorreu em
1641 numa fazenda nas proximidades de Recife, como sendo o primeiro registro da atividade
no Pais (DIAS, 2012).

Comecava ai a atividade mais representativa da economia nacional. O gado da época
ndo era adaptado e ndo tinha nenhum tipo de especializagcdo. Ndo havia nenhum tipo de
tecnificagdo, e esse cenario perduraria até o inicio dos anos 1950, quando o governo federal
instituiu normas de inspecéo sanitéaria de produtos de origem animal no Brasil. (JOSAHKIAN,
2018).

A producdo leiteira iniciou sua organizacdo a partir de 1952, quando Getdlio Vargas
assinou decreto que aprovava o Regulamento de Inspec¢do Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), tornando obrigatdria a pasteurizacdo do leite, bem como a inspecéo
e o carimbo do Servico de Inspecdo Federal (SIF). Com o decreto de 1952, foi introduzido a
classificacdo dos leites em tipos A, B e C conforme as condi¢des sanitarias da ordenha,
processamento, comercializacdo e contagem microbiana. A principal diferenca entre os tipos
de leite era basicamente a contagem bacteriana total (CBT). Esse decreto balizou a busca pela
qualidade da producéo de leite e permaneceu em vigor até o fim da década de 1990, quando a
Portaria 56/1999 do MAPA, que regulamenta a qualidade do leite e d& outras orientagdes, criou
0 Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNQL) (DURR, 2004).

O programa tinha como alicerce trés pilares, entre eles os novos parametros regulatorios
da qualidade do leite nacional, base da Instru¢cdo Normativa 51, vigente de 2002 até 2011 e
substituida pela IN 62 (BRASIL, 2011).
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Atualmente rege a IN 76 referente & aprovacdo de regulamentos técnicos que fixam a
identidade e as caracteristicas de qualidade que devem apresentar o leite cru refrigerado, o leite
pasteurizado e o leite tipo A e a IN 77 traz os critérios e 0s procedimentos para producao,
acondicionamento, conservacgdo, transporte, selecdo e recepcdo do leite cru, incluindo a
organizacdao da propriedade, suas instalacdes e equipamentos, a capacitacdo de funcionarios e
o controle sanitario sistematico (EMBRAPA, 2019).

Estima-se que em 2025 o Brasil produzira 47,5 milhdes de toneladas de leite (VILELA,
2015), volume semelhante ao previsto na literatura para cenarios favoraveis (FAO, 2013;
VILELA; RESENDE, 2014; BRASIL, 2015;). Ja o outlook 2015-2026 da Federagdo das
Industrias do Estado de Sao Paulo (2016) projeta para 2026 uma producédo de 44,4 milhdes de
toneladas, crescimento médio de 2,4% ao ano (FIESP, 2016).

As projecdes da Organisation for Economic Co-Operation and Development (OECD)
em seu outlook 2016-2025 sdo menos otimistas — producdo de 39 milhGes de toneladas em
2025 —, confirmando um cenério de desaceleracdo da demanda e da oferta mundial por produtos
agropecuarios na préxima década, com relativa estabilizacdo das cotacdes internacionais das

commodities agricolas no periodo (OECD, 2016).

3.1.2 PRODUCAO

O inicio da fabricacdo do queijo no Brasil, de acordo com o livro do inglés Robert
Southey, se deu em 1581, ano em que os Padres Jesuitas montaram um colégio, na cidade de
Salvador, a primeira queijaria do Pais, que utilizava os trés ingredientes basicos do queijo: leite,
sal e coalho (DIAS, 2016). O leite utilizado para fabricacdo dos queijos vinha das vacas que 0s
padres trouxeram de Cabo Verde e o sal vinha das minas lusas de Setibal, considerada as
melhores da Europa. No Brasil havia salinas, mas sua exploragéo era vetada por Portugal para
ndo atrapalhar um negocio de grandes lucros. A obtencdo do coalho era muito complicada, ja
que era derivada de visceras de tatus, antas, finalidade esta, que esses animais eram abatidos
(DIAS, 2016).

Uma questdo curiosa seria por que logo os padres fundariam a queijaria? Existiam dois
motivos: um deles por apreciarem queijos, o segundo para atrair curiosos indios para a religido,
oferecendo- Ihe um alimento desconhecido, o que faz dos jesuitas os pioneiros do marketing no

Brasil e também foram eles os responsaveis pela cultura da uva e do trigo para terem o0 pdo e 0
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vinho nas missas (DIAS, 2016). Os Padres Jesuitas tiveram 1.600 queijos desapropriados pelo
marqués de Pombal quando este os expulsou do Brasil em 1760, medida esta que inclui varias
fazendas e 670 colégios que os jesuitas administravam em quase todas as capitanias da colonia.
O queijo na capitania de Pernambuco era importado da Holanda por Mauricio de Nassau para
alimentar seu exército de mercenarios sitiados no Recife e também para o povo da cidade
(DIAS, 2016). Curiosamente, Mauricio de Nassau trouxe gatos da Europa para cagar ratos nos
depdsitos de comida. Nos engenhos de aclcar havia também queijarias que eram tocadas pela
dona da casa que se via com dificuldade para obter leite devido a alta mortalidade das vacas
pela escassez de chuvas, ataques de morcegos, ongas e buracos de tatus (DIAS, 2016).

O primeiro aumento das queijarias no Pais se deu no ciclo do ouro em Minas Gerais,
guando para la se conduziram indmeros aventureiros de todo o Brasil e da Europa que
almejavam o sonho de ficar ricos da noite para o dia e pagavam valores absurdos pela comida
em arraiais desertos de lavouras (DIAS, 2016). Estimasse que um queijo mineiro chegasse
custar 800 reais, convertido em moeda de hoje. Dessa forma as queijarias de Minas, pegando
uma carona no primeiro surto industrial do Brasil modernizaram-se com a iniciativa do médico
Carlos Sa Fortes que montou uma queijaria com maquinas e técnicos trazidos da Europa e fez
0 primeiro registro, em 1888, de um rétulo de queijo no Arquivo Nacional (DIAS, 2016).

O queijo é conhecido como um concentrado proteico gorduroso, proveniente do coagulo
produzido a partir do leite. Apresentado em diversas formas, sabores e aromas, 0 queijo é
proveniente de varias técnicas diferenciadas ou tradicionais, que influenciam de modo direto
nas caracteristicas finais do produto (MELLO; ARMACHUK, 2013).

E possivel conseguir a producio de uma grande diversidade de queijos por meio de
alteracdes nos ingredientes, na tecnologia de fabricacéo, no tipo de leite (bovino, cabra, ovelha,
entre outros), no formato e tamanho, no local de fabricacdo, na adicdo de condimentos ou
corantes tornando o queijo com caracteristicas peculiares e qualificacdo propria. Entre os varios
tipos de queijo existentes, podem-se citar 0s queijos que possuem longa maturacéo, de trés
meses a um ano, tais como o Parmesédo, Cheddar, Provolone e o Grana Padano (CRUZ, 2017).

Os queijos que tem média maturacéo, de vinte e cinco dias a trés meses, sdo 0 Mucarela,
Minas Padrdo, o Canastra, o Coalho, o Colonial e o Serrano, e os de baixa maturacdo com até

15 dias ou nenhuma maturacdo o Requeijéo e o Minas Frescal (CRUZ, 2017).
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3.1.3 Principais Queijos Produzidos no Brasil

Os principais queijos produzidos no Brasil sdo: Parmesdo, Meia-cura, Mucarela,
Mozzarella de bufala, Minas Frescal, Prato, Ricota, Requeijao, Requeijdo de corte, Queijo de
coalho, Requeijdo culinério (Catupiry) (JOLY, 2018).

O queijo Mucarela e o queijo Prato representam cerca de 60% dos queijos vendidos no
Brasil e sdo os produtos mais populares entre os consumidores de baixa renda. O requeijao, por
sua vez, é muito consumido pela populacdo de uma forma geral. No entanto as familias com
poder aquisitivo maior, existe grande preferéncia pelos queijos provolone, parmesao e brie
(RABELO, 2015). As variedades com baixa quantidade de gorduras, como é o caso da ricota e
do queijo Minas Frescal, agradam a um segmento de mercado em expansao, composto de
consumidores adeptos de um estilo de vida mais saudavel (RABELO, 2015).

A Figura 1 mostra uma comparacao entre a producéo inspecionada desses quatro queijos
e de outros dois grupos formados pelas commodities secundarias (queijos Minas Padrdo, coalho
e parmesdo) e 0S queijos especiais (gouda, gruyére, gorgonzola e brie), de acordo com
levantamento realizado pela ABIQ (PITHAN- SILVA et al., 2016).

Figura 1: Comparacdo entre as producgdes inspecionadas dos principais grupos de
queijos produzidos no Pais em 2013.

A - Comodities (Mussarela, Prato, Queijo Minas, Requijdo)
B - Comodities (Minas Padrao, Coalho, Parmesé&o)

C- Queijos essenciais (Gouda, Gruyere, Gorgonzola e Brie)

Milhares de toneladas

213

Fonte: ABIQ (PITHAN-SILVA et al., 2016).

3.2 MICROBIOTA DO LEITE CRU

Devido a sua composicdo nutricional, o leite € considerado um alimento de imensa

importancia na nutricdo humana. Possui elevado valor nutritivo, é fonte de proteinas, vitaminas
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e carboidratos. Essa variedade de nutrientes favorece um ambiente propicio ao crescimento de
microrganismos desejaveis e indesejaveis na microbiota do leite cru (MENEZES, et al., 2014).

A microbiota que predomina no leite cru € semelhante a encontrada no Ubere e na pele
dos animais, bem como nos objetos e equipamentos utilizados na ordenha, tendo o predominio
dos micro-organismos gram-positivos (NUNES, 2017). A forma em que ocorre a composi¢ao
da microbiota do leite é fortemente influenciada pela microbiota existente no ambiente, das
técnicas de manejo e instalacbes das propriedades leiteiras. Essa realidade torna dificil o
rastreamento e a identificacdo das espécies que compdem a microbiota do leite (MONTEL et
al. 2014). Segundo Verdier-Metz et al. (2009) e Mallet et al. (2012) as principais préaticas que
interferem diretamente na composicdo desta microbiota sdo a higiene da ordenha, a agua
utilizada na propriedade e a assepsia realizada nos equipamentos de ordenha e de
armazenamento do leite. Associado a estes fatores, também existem algumas espécies de micro-
organismos presentes no leite que possuem a capacidade de formar biofilmes nas superficies
dos equipamentos utilizados (MACHADO et al., 2017). Havendo o contato do leite com estes
biofilmes, aumenta sua carga microbiana, que pode incluir espéecies patogénicas e toxigénicas
de micro-organismos (TEH et al., 2012). A comunidade microbiana presente nos biofilmes
apresenta maior resisténcia a agentes sanitizantes devido a dificuldade que estes agentes
possuem de penetrar na matriz polimérica que compde os biofilmes (MARCHAND et al. 2012).

A presenga de algumas bacteérias psicrotroficas proteoliticas no leite tem a capacidade
de formar biofilmes nas superficies dos equipamentos e utensilios industriais em varias
temperaturas (VIANA et al., 2009; NORNBERG et al.,2011; CLETO et al., 2012; PONCE et
al.,, 2012; TEH et al.,, 2012). Desta forma, estes micro-organismos possuem uma maior
resisténcia & acdo dos agentes quimicos e fisicos utilizados na sanitizagdo por produzirem
enorme quantidade de substancias poliméricas extracelulares representando uma barreira de
protecdo (TEH et al., 2012; 2014). Isolados bacterianos de superficies internas dos tanques de
leite cru demostraram capacidade de produzir proteases quando estiverem presentes em
biofilmes de cultura pura ou em cocultura (TEH et al., 2012; 2014).

O leite cru refrigerado possui uma populagdo de psicrotréficos que inclui bactérias
gram-positiva, gram-negativas e compreende principalmente, representantes dos géneros
Aeromonas, Alcaligenes, Achromobacter, Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia, Bacillus,
Arthrobacter, Clostridium, Lactobacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Klebsiella, Listeria,
Staphylococcus, Corynebacterium, Microbacterium e Micrococcus (MACHADO et al., 2015;
PINTO et al., 2015).
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Alguns exemplos de espécies de bactérias identificadas em amostras de leite cru no
Brasil apds armazenamento sob refrigeracdo estdo demostrados na Figura 2 (MACHADO et
al., 2017).

Figura 2- Grupos bacterianos predominantes encontrados no Brasil em amostras de leite cru

apos armazenamento sob refrigeracéo:

Grupos Predominantes Condicdes de armazenamento Referéncias

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

Pseudomonas stutzeri

Serratia liquefaciens

Serratia odorifera

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus subtilis 4 C por 2 dias Pinto et al.
Bacillus sp. (2015)
Paenibacillus alvei

Paenibacillus macerans

Lactococcus lactis subsp. Cremoris

Lactococcus sp.

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Pseudomonas fluorescens
Acinetobacter spp. NI Arcuri et al.

Aeromonas hydrophila (2008)

NI — A condigdo de armazenamento néo foi informada

Fonte: Adaptado de Machado et al. (2017).

A ocorréncia de contaminacao do leite por bactérias psicrotroficas € um ponto que leva
preocupacdo para a industria de laticinios, pelo fato de muitos produtos lacteos serem
armazenados e distribuidos a temperaturas que favorecem o crescimento destes
microrganismos. Além de que, uma grande parte desses microrganismos psicrotroficos que sao

encontrados no leite s@o produtores de enzimas proteoliticas e lipoliticas (JONGHE et al.,



22

2011). Esses tipos de enzimas extracelulares sédo causadores de deterioracdo do leite e de
produtos lacteos, levando a enormes perdas econémicas (JONGHE et al., 2011).

3.3 MICROBIOTA DO QUEIJO

Os queijos de forma geral podem conter microrganismos desejaveis e indesejaveis. Os
microrganismos desejaveis irdo contribuir para imprimir caracteristicas ao produto, como
aroma e sabor a determinado tipo de queijo e pertence ao grupo de microrganismos iniciadores,
composto por Bactérias acido-lacticas (LAB) dos géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus, e Leuconostoc, e 0 grupo de microrganismos secundarios
(RESENDE, 2010). Ainda de acordo com o autor, a microbiota secundéria, apesar de ndo
contribuir para a acidez, normalmente desempenha um papel significativo no periodo de
maturacdo de queijos, influenciando as caracteristicas sensoriais do produto final. Este grupo
de microrganismos inclui as LAB ndo iniciadoras, como as espécies mesofilicas dos géneros
Lactobacillus e Pediococcus, e outros microrganismos a exemplo de Brevibacterium
Micrococcus, bactérias corineformes bactérias propibnicas, bolores e leveduras (RESENDE,
2010).

Segundo descrito por Hayaloglu e McSweeney (2014), pode ser definido como processo
de maturacdo do queijo um conjunto complexo de eventos bioquimicos que envolvem alguns
mecanismos de modificacdo dos compostos organicos presentes nos queijos. Estes mecanismos
sdo a lipolise, protedlise, metabolismo da lactose, &cido citrico e aminoacidos, que podem
originar centenas de metabdlitos. Segundo os autores, o processo € influenciado por fatores
dentre os quais se destacam a composicdo da microbiota formada durante o processamento. Um
dos parametros importantissimos € a acidez por influenciar o crescimento de microrganismos e
tambem a atividade enzimatica ao longo da maturagdo (LAVASANI et al., 2011).

E indispensavel uma regularidade nas caracteristicas do leite cru e correta adogéo e
manutencdo das boas préaticas, propde-se que alteracdes advindas da maturacdo de queijos
artesanais promovam sanitizagdo e reducdo na densidade populacional de microrganismos
indesejados (GALAN et al., 2012; WILLIAMS e WITHERS, 2010).
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3.4 BACTERIAS ACIDO LATICAS (BAL)

As bactérias acido laticas (BAL) constituem um grande grupo de microrganismos,
normalmente associado a laticinios, devido ao seu uso em alimentos ricos em carboidratos,
proteinas e vitaminas, como queijo, leite, carne, frutas e também s&o encontrados em grande
quantidade na natureza. Sao utilizadas em grande escala na industria de alimentos em processos
de fermentacdo, e ocorre em algumas situacdes, que as bactérias acido laticas (BAL) podem se
tornar desejaveis ou indesejaveis, pois podem contribuem para a formacao de sabores, aromas,
textura e odor, de forma positiva ou negativa causando uma alteragéo no alimento (EMBRAPA,
2011).

As BAL sdo grupos de bactérias que tem como principal caracteristica a producédo de
acido latico pela fermentacdo de carboidratos. Sdo Gram positivas, ndo formadoras de esporos,
catalase e oxidases negativas e anaerobias facultativas (SILVA et al., 2017). Essas bactérias
também sdo definidas como microrganismos desprovidos de citocromo e acidos tolerantes.
Dependendo da temperatura 6tima de crescimento, essas bactérias podem ter sua classificacéo
em mesofilicas 20-30 °C ou termofilicas 35-45 °C (REIS et al., 2012; GIRAFFA, 2012;
ZHANG et al., 2013).

Desempenham um papel multifuncional em aplica¢des alimentares, agricolas e clinicas
(BINTSIS 2018). O uso de BAL na fermentacdo de alimentos é uma das antigas técnicas
conhecidas de preservacdo de alimentos. Produtos lacteos fermentados, como iogurte e queijo,
apareceram na dieta humana cerca de 8.000 a 10.000 anos atras. Até o século 20, a fermentacéo
de alimentos permaneceu num processo ndo regulamentado e, a descoberta e caracterizagéo das
LAB mudaram os pontos de vista sobre a fermentacdo de alimentos (HAYEK; IBRAHIM,
2013). O método tradicional para a fabricacdo de produtos alimenticios fermentados era a
"inoculacdo” dos alimentos com uma amostra de um produto do dia anterior. Este método tem
algumas desvantagens, principalmente uma grande flutuacdo na qualidade do produto, mas
ainda é usado para alguns produtos caseiros. A substituicdo do back-slopping por uma cultura
de partida selecionada foi percebida muito cedo como uma necessidade. Atualmente, como a
producéo de alimentos fermentados é automatizada e produzida em grandes quantidades, com
controle total do processo, 0 uso de culturas iniciadoras comerciais € parte integrante de uma
producdo bem-sucedida de qualquer produto fermentado (BINTSIS; ATHANASOULAS;
2015).
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As BAL s&o responsaveis por causar transformacfes na matéria-prima, colaborando
para o sabor e textura de produtos fermentados e inibindo a deteriora¢do de alimentos que é
causada por outros microrganismos. Diante disso, é considerado o principal grupo de bactérias
utilizado na fermentacdo de alimentos (IKEDA, 2013). Devido as suas propriedades
metabdlicas, as BAL manifestam significativo efeito inibitério sobre a producdo e o
crescimento de toxinas de muitas outras espécies de bactérias (DA COSTA et al., 2016).

Além disso, as bactérias acido laticas contribuem para a producdo ou degradacdo de
exopolissacarideos, lipidios e proteinas, producdo de componentes nutricionais como
vitaminas, e utilizadas como culturas funcionais e promocao de efeitos terapéuticos (WEDAJO,
2015; BINTSIS; 2018, PICON, 2018).

Propriedades como adaptacdes nutricionais, ambientais e de adesao proporcionaram as
BAL a capacidade de se adaptar e se apresentar em diferentes ambientes, desde matrizes
alimentares como laticinios, carnes, vegetais e pdo de fermento. Além disso, as BAL sao
habitantes comuns das superficies mucosas humanas, como cavidade oral, vagina e trato
gastrointestinal (HAYEK; IBRAHIM, 2013).

As BAL sdo muito exigentes em relacdo das suas condi¢cBes de crescimento, tendo
necessidade de fontes de nitrogénio, vitaminas e sais minerais. O metabolismo dessas bactérias
pode apresentar duas rotas principais, a homo fermentativa, que tem producéo de acido latico e
a heterofermentativa, com a formacdo de acido latico, gas carbdnico, etanol e compostos de
flavor (LI et al., 2010).

As Bactérias do acido lactico homofermentativas mais utilizadas na producdo de
alimentos sdo as do género Lactobacillus e Streptococcus, pois o acido lactico produzido por
elas pode ser utilizado em industrias de alimentos como flavorizante, acidulante, tamponante e
inibidor de bactérias deteriorantes em alimentos processados como os produtos de panificacao,
produtos lacteos, bebidas, cerveja dentre outros (CAPELLARI, 2010; FORSYTHE, 2013). As
BAL heterofermentativas principais sao Weisella spp. e Leuconostoc spp., assim como alguns
lactobacilos. A producéo de acido por elas assume um papel de aromatizantes nos alimentos
em que se encontram, sendo, por este motivo, também empregados em larga escala em
industrias de laticinios (CAPELLARI, 2010; FORSYTHE, 2013).
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3.4.1 Bactérias que fazem parte do grupo das BAL

As bactérias que fazem parte do grupo das BAL sdo dos géneros Alloiococcus,
Aerococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Leuconostoc,
Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Weissella e Vagococcus (CROWLEY et al., 2013). Segundo
Sabo et al., (2014) e Loureiro, (2015), as bactérias acido laticas de maior importancia para a
indGstria de alimentos destacam-se aquelas pertencentes a onze géneros: Lactobacillus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Tetragenococcus, Bifidobacterium, Vagococcus e Weissella, sendo o
Lactobacillus plantarum, encontrado em uma imensa variedade de alimentos, podendo ser
isolado de produtos lacteos, assim como, em produtos fermentados carneos como salames,
salsichas, entre outros alimentos de origem vegetal, como chucrute e vinhos.

Esse grupo de bactérias expressa atividade antagonista contra microrganismos
patogénicos e deteriorantes muito importantes em alimentos (BELLO et al., 2010). Alguns
estudos identificaram o Lactobacillus spp., como sendo o principal género de LAB inibidor de
microrganismos patogénicos, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes (DUARTE et al., 2016; NETO et al., 2013).

3.4.2 Lactobacillus ssp.

Entre as espécies de bactérias acido laticas, os Lactobacillus sdo os microrganismos de
maior expressdo, pertencem a lista “Generally Recognized as Safe” (GRAS) do “Codex
Alimentarius” e tem sido muito utilizado como probidticos (KEMPKA, 2008). Algumas cepas
de Lactobacillus acidophilus estdo sendo utilizadas na fabricacdo de queijos e iogurtes com
funcionalidade probidtica (XING et al., 2014) e o Lactobacillus rhamnosus é a espécie desse
género com maior comercializagdo no mundo para emprego em produtos probioticos
(RASINKANGAS et al., 2014).

O género possui mais de 100 espécies que sao classificadas em trés grupos, 0s quais sao
classificados de acordo com o produto final da sua fermentacdo em: Lactobacillus termofilicos

homofermentativos obrigatdrios, que fermentam apenas hexoses e acido latico; Lactobacillus
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mesofilicos heterofermentativos facultativos, que sdo capazes de fermentar outras fontes de
carbono além das hexoses, produzindo &cidos organicos, acido latico, gés carbonicos, etanol e
peréxido de hidrogénio e Lactobacillus mesofilicos heterofermentativos obrigatorios, que
utilizam obrigatoriamente hexoses e pentoses como fonte de carbono, fermentando hexose a

acido latico, acido acético, etanol e gas carbdnico (LAHTINEN et al., 2012).

3.4.3 Isolamento e Identificagédo das BAL

A forma de identificacdo da BAL pode ser realizada através de seu crescimento em
meios de cultura seletivos, seja em agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) ou M17, testes
bioquimicos e fisioldgicos, pode ser usado também coloragdo de Gram e as provas de catalase
e urease, e moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (RESENDE et al.,
2011; SILVA, 2016). Para isolamento destas bactérias os meios mais utilizados estdo o agar
M17, mais seletivo para bactérias com morfologia de cocos, 0 agar Rogosa acidificado ou agar
MRS (Man, Rogosa e Sharpe), para bactérias com morfologia de bacilos (CARVALHO, 2007;
SILVA, 2016).

A identificacdo do fendtipo das BAL ¢ realizada através de meios de cultura seletivos,
através da técnica de coloracdo de Gram e posteriormente a bacterioscopia, que permite a
verificacdo das caracteristicas morfoldgicas, ou seja, se sdo cocos ou bacilos, permitindo uma
identificacdo presuntiva de triagem ou confirmatério (PEREIRA, 2017). O teste de catalase
também € de extrema importancia na triagem das BAL, pois sdo catalase negativa. Apesar de
ser um método relativamente sensivel, pode ter suas limitacdes devido a dificuldade de
discriminar algumas espécies e cepas. Dessa forma, é necessaria a utilizacdo de outros testes
para classificar em género e espécie, como a PCR espécie-especifica, esta tecnica tem sido a
mais empregada para confirmar a identificacdo bioquimica de microrganismos (EMBRAPA,
2011).

Varios métodos moleculares tém sido aplicados na identificacdo e caracterizacdo de
microrganismos. Dentre essas, a técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) se destaca,
pois tem sido bastante utilizada para confirmacéo e identificagdo de LAB (GANDRA et al.,
2008, PERIN, 2016).
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3.4.4 Presenca das BAL na Fabricacédo de Queijos

No processo final da producdo dos queijos, as culturas iniciadoras (starter) estdo
presentes de forma frequente em quantidades superiores a 10° unidades formadoras de col6nias
(UFC) por grama de queijo durante a fase de maturacdo, as Bactérias Acido Laticas dominam
a microbiota presente (STEELE et al., 2013). A presenca dessas bactérias, embora possuam
como principal funcdo a producao de &cido latico no decorrer do processo fermentativo, tem
uma atuacdo muito importante na maturacdo dos queijos, Vvisto que suas enzimas estdo
envolvidas de modo direto nos processos de protedlise, lipdlise e conversao de aminoécidos em
compostos aromaticos (SLATTERY et al., 2010). A primeira fonte de enzimas do queijo é sua
microbiota que influéncia no desenvolvimento do aroma (STEELE et al., 2013). Hayaloglu e
McSweeney (2014) relatam que o processo de maturacdo de queijos pode ser descrito como um
conjunto complexo de eventos bioquimicos que envolvem em torno de trés mecanismos de
modificacdo dos compostos organicos presentes nos queijos. Estes mecanismos sdo a
protedlise, lipolise e 0 metabolismo da lactose, acido citrico e aminoacidos, que podem originar
centenas de metabdlitos. Os autores descrevem que o processo € influenciado por fatores dentre
0s quais se destaca a composi¢do da microbiota formada durante o processamento do queijo.

As bactérias lacticas (BAL) que sdo utilizadas na producdo de queijos podem ser
mesofilicas ou termofilicas. Culturas mesofilicas sdo basicamente compostas por Lactococcus
lactis, que produzem é&cido lactico em temperaturas que variam de 38°C a 40°C (BROOME;
LIMSOWTIN, 2011).

A atuacdo dessas bactérias é importante para controlar a acidificacdo da massa até a
formacédo da coalhada. Desta forma a diminuicdo do pH apenas pela acdo do coagulante levaria
a retencdo deste coagulante na coalhada, e as reaces que ocorrem pela protedlise continuariam
durante o processo de maturacao do queijo, o que desencadearia quebra gradual da estrutura do
queijo e defeitos de sabor (BROOME; LIMSOWTIN, 2011).

Para as indastrias produtoras de queijo, 0s microrganismos exercem funcGes
importantes que contribuem para a maturagéo do queijo e contribuem na textura, sabor e no
aroma do produto; e podem ser divididos em culturas iniciadoras (starter) ou culturas adjuntas,
tambem denominadas de culturas secundarias (TAMANINI et al., 2012).

Um efeito benéfico das BAL € a sua capacidade de auxiliar na garantia de inocuidade
de produtos alimentares. Alguns estudos ja& mostraram que as BAL desempenham atividade

inibitéria considerdavel sobre microrganismos patogénicos e deteriorantes presentes nos
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alimentos (NERO et al., 2008; DAL BELLO et al., 2010; MORAES et al., 2012; PERIN et al.,
2012).

3.5 PROTEOLISE, LIPOLISE E GLICOLISE

Ao longo do processo de maturacdo dos queijos, acontecem processos bioquimicos,
quimicos e fisicos, que irdo acrescentar transformacdes correspondentes a protedlise, lipolise e
glicolise, que deverdo desempenhar grande influéncia sobre o sabor, aroma, textura dos queijos
e outros fatores que afetam diretamente a composi¢do do produto final (FIALHO, 2015).

Dentre as alteragdes acontecidas na maturacdo a protedlise o principal fenémeno que
ocorre na fabricacdo de queijos, uma vez que, a producdo de aminoécidos e peptideos ira
propiciar aroma e sabor ao alimento. No decorrer do fendmeno da protedlise, também ocorrera
mudancas no pH em func¢édo da formacao de aménia, alteracdes na textura em funcao da quebra
de proteinas e maior ligacdo de 4gua pelos grupos formados, amino e carboxilicos (FOX et al.,
2000; SANTIS, 2016).

O fendbmeno da proteodlise leva a mudancas na textura do queijo por meio da hidrélise
da matriz proteica, gerando aumento da capacidade de retencdo de dgua resultante da quebra
das ligacOes peptidicas e consequente liberacao de grupos carboxilico e amino e 0 aumento do
pH devido a liberacdo de aménia (UPADHYAY et al., 2004).

O desenvolvimento da textura do queijo pode ocorrer através da matriz de proteinas,
diminuicdo do aw ou, entdo, indiretamente por um aumento do pH causado pela libertacdo de
amonia dos aminoacidos produzidos por protedlise. A formacdo do aroma e do sabor pode dar-
se de forma direta através da producdo de pequenos peptideos e aminoacidos ou, indiretamente,
pela libertacdo de aminoacidos que agem como substratos de diversas reacOes catabolicas
(COSTA 2012). A reacdo da protetlise na fabricagdo dos queijos pode ser catalisada por
proteinases e peptidases, e pode possuir origens diferentes, como pela flora adventicia do leite,
0 coagulante ou pela microflora secundaria (COSTA 2012).

As bacterias acido lacticas (BAL) presentes na flora adventicia do leite contam com uma
proteinase que colabora para a cura do queijo através da hidrélise de peptideos de pequena e
média dimensdo produzidos a partir da caseina pela acdo de coagulantes como a quimosina ou

a plasmina. As BAL associadas a flora adventicia do queijo desenvolvem-se ao longo da
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maturagdo. As proteinases e as peptidases destas bactérias sdo normalmente semelhantes as da
flora adventicia e colaboram para a cura de um modo semelhante. Em algumas variedades de
queijo é motivado o desenvolvimento de microflora secundéaria, a qual, por vezes, é
deliberadamente adicionada. A grande maioria destes microrganismos contém uma atividade
enzimaética forte, incluindo proteinases e peptidases que contribuem substancialmente para a
protedlise nestes casos (COSTA 2012).

Na fabricacéo de queijos a lipolise, que hidrolisa a gordura a glicerol e acidos graxos,
influencia predominantemente no sabor e no aroma final do produto (ROBINSON et al., 2010).

As enzimas lipoliticas podem ser classificadas como esterases e lipases, sendo que as
lipases no queijo podem ter seis diferentes origens: o leite, 0 coagulante, as bactérias de
arranque (starter), os microrganismos secundarios bactérias lacticas “NSLAB” e preparac¢des
de lipases exdgenas (COSTA 2012).

A glicélise tem atuacdo mais discreta que a protedlise, porém, ndo menos importante na
fabricacdo do queijo, atua em conjunto com as bactérias lacticas, degradando os acucares,
principalmente a lactose, em acido latico, acidificando o meio, influenciando na textura e acidez
do queijo (ROBINSON; WILBEY, 2010).

3.6 CLASSIFICACAO DAS BACTERIAS DO ACIDO LATICO (BAL)

A classificagdo das culturas laticas é dividida em bactérias &cido-laticas starter (Starter
Lactic Acid Bacteria - SLAB) ou iniciadoras, por terem a capacidade de metabolizar a lactose
e, as culturas non starter (Non Starter Lactic Acid Bacteria - NSLAB) ou néo iniciadoras ou
adjuntas, se evidenciando durante o processo de fabricacéo e periodo de maturacdo dos queijos
(LINDNER, 2008).

As espécies de SLAB utilizadas na fabricacdo de queijos podem ser mesofilicas ou
termofilico. As espécies mesofilicas como Lactococcus lactis subsp. lactis e subsp. cremoris
sdo utilizadas para a producédo de queijo. Essas espécies mesofilicas podem ser suplementadas
com citrato Lactococcus lactis fermentando e vérias espécies de Leuconostoc para a produgéo
de queijos especiais. Alem do SLAB mesofilico, o SLAB termofilico, como Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactobacillus helveticus sdo
utilizados para a producdo de queijos de massa filata e do tipo suico. Frequentemente, S.

termofilos e / ou Lactobacillus helveticus podem ser adicionadas as culturas mesofilicas usadas
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para produzir queijos com uma mistura meso-térmica. As misturas proporcionam maior
robustez do fago e maiores propriedades de sabor (MCSWEENEY, 2017; YVON et al., 1997).
Segundo os autores além da fermentacdo de lactose, as SLAB também séo importantes para a
degradacdo da caseina em peptideos e aminoacidos livres e na biotransformacdo desses
aminoacidos livres em uma diversidade muito grande de compostos aromaéticos.
(MCSWEENEY, 2017; YVON et al., 1997). As SLAB sdo responsaveis pela producao de &cido
e estdo envolvidos no endurecimento durante o processo de fabricacdo do queijo. (SETTANNI;
MOSCHETTI, 2010).

3.6.1 Bactérias Acido-Laticas Starter (starter lactic acid bacteria - SLAB)

As bactérias do &cido lactico starter (Starter Lactic Acid Bacteria - SLAB) sdo usadas
como culturas de arranque para o processo de fabricacdo do queijo, podendo ser adicionadas
inicialmente ou fazerem parte da microflora natural do leite (WOUTERS et al., 2002). As
culturas de arranque ou bactérias starter ttm como funcéo acidificar o leite e como consequéncia
dessa acidificagdo, inibir o crescimento de outras bactérias (WOUTERS et al., 2002;
CARMINATI et al., 2010).

As culturas iniciais também podem ser divididas em mesofilicas iniciantes, com uma
temperatura ideal de crescimento de 25 a 30 ° C e entradas termofilicas, que crescem melhor
entre 40 e 45 ° C. Os iniciantes mesofilicos podem conter apenas estirpes acidificantes ou uma
mistura de acidificantes e BAL de fermentacdo de citrato. A BAL utilizada com mais frequéncia
em culturas iniciantes mesofilicas sdo Lactococcus lactis, incluindo a subespécie L. lactis ssp.
lactis e L. lactis ssp. cremoris, mas entradas indefinidas também podem conter estirpes de
Leuconostoc spp., para fermentacdo de citrato (GATTI et al., 2014).

As culturas iniciadoras termofilicas geralmente incluem cepas de Streptococcus
thermophilus, normalmente usados para a produgéo de queijos semiduros e duros. A BAL usa
a lactose como fonte de carbono, resultando na producgéo de altas concentragdes de acido latico
e o crescimento de BAL no leite durante o estagio inicial da producédo de queijo (GATTI et al.,
2014).

As densidades de células iniciais na maioria das variedades de queijo sdo
aproximadamente 108 a 10° ufc/g durante o processo de fabricagdo dos queijos (PARENTE et

al., 2017). Durante os primeiros passos do amadurecimento, uma reducdo substancial na
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populacdo SLAB pode ocorrer acompanhada de autolise celular e liberacdo de enzimas
intracelulares, dependendo das caracteristicas das estirpes utilizadas (STEELE et al., 2013).

3.6.2 Bactérias do Acido Lé&tico néo starter (Non Starter Lactic Acid Bacteria -
NSLAB)

A NSLAB proveém geralmente do leite sem nenhum processamento, ou seja, in-natura
e da fabricacdo de queijos, e pode variar significativamente de uma fabrica de laticinios para
outra (BANKS; WILLIAMS, 2004; SETTANNI; MOSCHETTI, 2010; SGARBI et al., 2013).

Por outro lado, a bactéria NSLAB, também caracterizado como ‘néo iniciadora’, é
encontrada naturalmente no leite cru ou derivam de outras fontes, contaminagdes em
propriedades ou plantas leiteiras e geralmente crescem com atraso durante a maturagcdo do
queijo (BERESFORD et al., 2001; KAGKLI et al., 2007). Esse crescimento ocorre a custa de
substratos do leite que ndo sdo metabolizados pela SLAB ou subprodutos catabolicos de SLAB
ou intracelulares nutrientes liberados pelas células SLAB apo6s a autolise (SGARBI et al., 2013;
GOBBETTI et al., 2015).

O grupo das NSLAB possui uma grande diversificacdo. A mais frequente e
tecnologicamente NSLAB importante nas fermentac6es tradicionais de queijo € o gendmico
grupos de Lactobacillus, sdo heterofermentativo facultativo e mesofilico, fazem parte desse
grupo: Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus paraplantarum, varios heterofermentativos
obrigatdrios Leuconostoc, Weissella, Lactobacillus spp., Enterococcus spp., E. faecium, E.
faecalis E. durans (BERESFORD etal., 2001; MONTEL etal., 2014; GOBBETTI et al., 2015).

3.6.3 Risco relacionado a contaminacéo de queijos pelo uso de bactérias do &cido
latico (BAL)

Apesar das bactérias acido laticas (BAL) serem consideradas seguras e que trazem
beneficios ao homem, vem aumentando a preocupacdo com relacdo aos seus aspectos de

seguranca, sendo que algumas cepas de géneros diferentes exibiram a presenca de fatores de
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viruléncia, apresentaram também resisténcia a antibidticos ou tiveram alguma associagdo
relacionada ao desenvolvimento de doencas (ADIMPONG et al., 2012; GIRAFFA, 2012).

Diante da aparente necessidade de desenvolver mecanismos para a definicdo de
prioridades associados com o risco de usar essas bactérias na producdo de alimentos, a
(European Food Safety Authority (EFSA)) tem considerado que é preciso realizar uma
avaliacdo formal da seguranca, assim, um sistema foi proposto para fazer uma avaliacdo de
seguranca pré-comercializacdo de alguns grupos selecionados de microrganismos, levando a
concessao de uma "Presun¢ao de Seguranga Qualificada” (QPS) (EFSA, 2007)..

Desta forma, a EFSA prop0s que a avaliagdo da seguranca de um grupo taxondmico
definido, tal como um género ou um grupo de espécies relacionadas poderé ser feito com base
na confirmacdo da identidade, possivel patogenicidade e uso final (EFSA, 2007). Um dos
grandes problemas na abordagem da QPS é a dificuldade de aplicar uma abordagem de estirpe
para estirpe de culturas microbianas indefinidas, como séo encontradas em diversos alimentos
fermentados, como queijos e salames; onde a fermentacdo € baseada no uso dessas culturas
indefinidas e/ou na reutilizacdo de uma porcao da producdo anterior (ROSSETTI et al., 2009).

Segundo Rossetti et al., (2009), investigacbes sistematicas raramente tém sido
realizadas, ndo ha base de conhecimento disponivel para estes microrganismos, entretanto, em
muitos casos, existe uma longa e documentada histéria de uso seguro de BAL em alimentos.

Um fator de imensa relevancia para garantir a seguranca da cultura latica utilizada é a
verificacdo da presenca dos genes que compdem a producdo das aminas biogénicas. As aminas
sdo bases organicas que possuem baixo peso molecular e de atividade bioldgica, podendo
apresentar efeitos toxicos se forem ingeridas em altas concentracdes ou quando a
desintoxicacdo natural do organismo for inibida pela acdo de algum medicamento ou por
alguma caracteristica genética (GARAI et al., 2007; CALZADA, 2013).

Na formacdo das aminas biogénicas a necessidade que se tenha a presenca de
microrganismos que séo descarboxilase positiva, caracteristica esta que é observada em muitos
géneros de BAL. Microrganismos que conseguem produzir quantidades consideraveis de
aminas biogénicas em condic¢Ges de processamento ndo devem ser utilizados como culturas
iniciadoras (starter) em alimentos fermentados (LORENCOVA et al., 2012).
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3.6.4 Processo Fermentativo das bactérias do &cido lactico (BAL)

As bactérias do &cido lactico (BAL) sdo um dos grupos mais importantes de
microrganismos usados na industria de alimentos, pois possuem o status de (Generally A Asised
As Safe (GRAS)) e séo usados na fermentacdo de produtos de consumo comum, como iogurte,
queijo e salsichas (PEREIRA et al., 2017). A fermentacdo com acido latico produz acido latico
e outros metabolitos responsaveis pelas caracteristicas alteradas e potencialmente pelas
atividades bioldgicas aprimoradas dos produtos obtidos na fermentacdo (CAGNO et al., 2011,
PEREIRA et al., 2017). A definicdo do fermento latico compreende em uma preparacdo
microbiana contendo numeros elevados de células de um ou mais géneros, espécies e cepas de
LAB (BERESFORD; WILLIAMS, 2004).

Na elaboracdo de queijos, sua funcdo esté relacionada a producédo de &cido latico, que
facilita a acdo do coalho e auxilia na expulsdo do soro, além do desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais do queijo e o controle do crescimento de patdgenos (TODESCATTO,
2014). Algumas culturas laticas autdctones, compostas por bactérias “starter” e adjuntas, tem
sido selecionada do leite e queijos artesanais a fim de obter um fermento latico para a producao
de queijo fabricado com leite pasteurizado (GONZALEZ et al., 2010).

Algumas cepas microbianas especificas tém sido isoladas a partir do leite e adicionadas
como culturas starter ou adjuntas durante o processo de fabricacdo dos produtos, a fim de
conferir as caracteristicas sensoriais desejaveis (QUIGLEY et al., 2013). A utilizacdo de
culturas lacticas, que apresentam comprovada atividade antimicrobiana, na producdo de
alimentos fermentados torna esses produtos mais seguros ao consumidor, bem como aumentam
a sua vida de prateleira, uma vez que inibem o crescimento de microrganismos deteriorantes
e/ou patogénicos (COSTA et al., 2012).

A producéo do acido latico ocorre a partir da utilizacdo da principal fonte de nutrientes
dessas bacterias que geralmente sdo os carboidratos, como a glicose (IKEDA et al., 2013).

Segundo lkeda et al., (2013) as BAL tém grande capacidade de degradar diferentes
carboidratos, resultando predominantemente em acido latico. Aproximadamente 50% de todo
o0 carboidrato consumido por essas bactérias seja convertido em &cido latico. Essa conversdo
ocorre por duas vias metabolicas conhecidas como homo e heterofermentativas. Na via
homofementativa, também conhecida como Embden-Meyerhof-Parnas ou glicolitica, ocorre a

producdo quase que exclusiva de cido latico.
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Nessa via ocorre a formacdo da frutose-1-6-difosfato que é clivada, por uma aldeose,
em di-hidroacetona fosfato (DHAP) e gliceraldeido-3-fosfato (GAP). Tanto o0 GAP quanto o
DHAP (oriunda do GAP) sdo convertidos em piruvato que, em condi¢cdes normais (excesso de
carboidratos e pouco oxigénio), é reduzido a acido latico. Contudo na via heterofermentativa,
que também é conhecida como 6-fosfogluconato/fosfocetolase ou via das pentoses fosfatos,
ocorre uma desidrogenacéo inicial que resulta na formacgédo de 6-fosfogluconato, seguida de
uma descarboxilacdo. A pentose remanescente é clivada em GAP e acetil fosfato. O GAP é
metabolizado resultando na formacéo de acido latico enquanto que o acetil é reduzido a etanol

por intermedio de reduces de acetil-CoA e acetoaldeido (IKEDA et al., 2013).

3.6.5 Resisténcia da BAL a Antibioticos

Existe uma grande preocupacao com relacdo a resisténcia das bactérias acido laticas
(BAL) a antibidticos, decorrente ao risco de que estes microrganismos transferiram seus genes
resistentes a outras bactérias, incluindo as bactérias patogénicas, que por consequéncia, nao
terdo eficacia nos tratamentos realizados com os antibiéticos que primeiramente eram eficaz
(ADIMPONG et al., 2012; ZHANG et al., 2013). Existem dois tipos de resisténcia das bactérias
aos antibioticos: resisténcia intrinseca e a adquirida. A resisténcia intrinseca também ¢é
conhecida como resisténcia natural, encontra-se presente em todas as cepas que fazem parte de
um determinado género ou espécie (COURVALIN, 2006). Essa resisténcia determina os limites
da acdo de um antibiotico; essa resisténcia é cromossdmica e ndo pode ser transferivel as outras
espécies de bactérias. Entretanto, a resisténcia adquirida pode acontecer por meio de dois meios
diferentes: a mutacdo ou a aquisicdo de um gene resistente de outra bactéria por transferéncia
lateral. Na resisténcia intrinseca ou natural, a resisténcia é ndo transferivel, ja na resisténcia
adquirida, aquele gene adquirido pode ser re-transferido para outra bactéria, tornando-a
resistente (COURVALIN, 2006).

As Bactérias laticas sdo consideradas provaveis fontes de genes que podem ocasionar
resisténcia a antibidticos. Contudo, o género Lactobacillus é o que apresenta a maior resisténcia
natural aos antibioticos: gentamicina, bacitracina, ciprofloxacina, cefoxitina, acido fusidico,
metronidazol, canamicina, estreptomicina, sulfadiazina, acido nalidixico e vancomicina. A

resisténcia apresentada por muitas espécies de lactobacilos aos glicopeptideos é de forma geral
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considerada intrinseca, exceto para o Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.
Johnsonii e Lb. crispatus (BERNARDEAU et al., 2008; SHARMA et al., 2014).

Drago et al., (2013) relatam que 17 de 26 cepas probiéticas que foram analisadas
apresentaram genes de resisténcia a gentamicina. Entretanto, a maior parte das cepas fazem
parte do género Lactobacillus que apresentou resisténcia intrinseca a essa classe de antibidticos.
Para que ocorra selecdo de novas cepas de LAB que possam ser usadas como culturas
iniciadoras (starter) ou culturas probidticas em produtos de origem lactea, a verificacdo de
susceptibilidade a antibioticos tornou-se imprescindivel e necessaria para que se possa garantir
a satde do consumidor (BERNARDEAU et al., 2008).

3.7 CONVERSAO DO LEITE EM QUEIJO PELA ACAO DAS BACTERIAS SLAB
E NSLAB

A conversdo de leite em queijo ocorre por um processo de duas etapas. Na primeira
etapa, o leite é convertido em coalhada fresca, j& na segunda etapa a coalhada fresca é
convertida em queijo amadurecido. Na primeira etapa, a bactéria (Starter Lactic Acid Bacteria
— SLAB) cresce rapidamente no leite devido a grande quantidade de substrato disponivel
(lactose) e apos aproximadamente 24 horas atingem niveis de 10° ufc g-1 em a coalhada fresca.
Nenhum crescimento adicional de SLAB ocorre na coalhada fresca devido a hostilidade do
ambiente encontrado (auséncia de carboidrato fermentavel, alta concentracdo de sal e pH
baixo). Contudo, na segunda etapa, que ocorre ao longo de varios meses, 0s nimeros da bactéria
SLAB entram em declinio, enquanto os nimeros da bactéria (Non Starter Lactic Acid Bacteria
—NSLAB) comecam a aumentar. No inicio da maturacao, a bactéria NSLAB comeca em niveis
bastante baixos de 10*-10° ufc g-1 e pode ser de fato indetectavel usando técnicas convencionais
de revestimento. A medida que a maturacdo progride, seu nimero aumenta para
aproximadamente 10—108 ufc g-1 (FITZSIMONS, COGAN, CONDON, & BERESFORD,
2001; DE DEA LINDNER et al., 2008; GATTI et al., 2008; MCMAHON et al., 2014).

A bactérias acido laticas SLAB e a NSLAB se desenvolvem como colonias imobilizadas
no queijo durante a maturacao, tornando-as dependentes da difuséo de metabolitos na matriz de
queijo. A distribuicdo das células bacterianas imobilizadas na matriz de queijos é aleatdria e,
entretanto, foi evidenciado que a distancia média entre as coldnias é fortemente afetada pelos
niveis iniciais de inoculacdo (JEANSON et al., 2011).
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3.8 IMPORTANCIA DAS NSLAB NA MATURACAO DE QUEIJOS

O processo de maturagdo dos queijos é um conjunto de reacdes lentas e delicadas que
influenciam de modo direto nas caracteristicas organolépticas finais do queijo. A mesma ocorre
em camaras frigorificas com temperatura e umidade controlada, normalmente em temperaturas
entre 5°C e 10°C e umidade relativa do ar entre 84 e 90% (MELLO; ARMACHUK, 2013). Tais
condigdes favorecem que as atividades microbioldgicas e enzimaticas desejaveis ocorram da
mesma forma, impedem o crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos. Ao
longo do processo de maturacao, ocorrem processos fisicos, bioquimicos e microbioldgicos,
que resultam na producdo de inimeras substancias que se acumulam colaborando para o sabor
e aroma (cetonas, aldeidos, peptideos, é&cidos graxos livres entre outros) (MELLO;
ARMACHUK, 2013).

O desenvolvimento da bactéria (Non Starter Lactic Acid Bacteria — NSLAB) durante o
amadurecimento do queijo pode ser atribuido parcialmente a sua capacidade de usar as fontes
alternativas de nutrientes disponiveis (LAZZI et al., 2014). Como a lactose no queijo é
metabolizada nas primeiras semanas de amadurecimento, 0 NSLAB pode derivar energia de
compostos como &cido latico, &cido citrico, ribose, acidos graxos, glicol e AA (BROADBENT
et al., 2003). O potencial redox afeta a producdo de compostos aromatizantes através do
metabolismo microbiano e reagcdes quimicas. Varios equilibrios influenciam as mudancgas no
potencial de reducédo da oxidacdo (MCSWEENEY et al., 2010).

As NSLAB sdo bactérias adventicias que desempenham um papel importante durante o
amadurecimento, melhorando o desenvolvimento do sabor (SETTANNI; MOSCHETTI, 2010).

Segundo Settanni e Moschetti, (2010) a bactéria NSLAB pode estar presente em baixas
concentragdes apos fabricagdo do queijo (10% a 102 ufc / g), porém, suas populagdes tendem a
aumentar lentamente em torno de 4 a 6 (log ufc/g) nos primeiros meses de maturacao.

Alternativamente, algumas espécies heterofermentativas podem utilizar pentoses como
ribose e desoxirribose, liberadas apos a lise de células de SLAB, o que normalmente ocorre
durante o processo de maturacdo (SETTANI; MOSCHETTI 2010). No entanto, neste contexto,
0s autores destacam que as glicoproteinas, proteinas, peptideos, glicopeptideos e aminoacidos,
presentes em altas concentragdes, Sao 0s principais substratos para as bactérias NSLAB durante
0 processo de maturagdo. As NSLAB desempenham um papel essencial na degradacdo das

caseinas e peptideos, e por meio destes processos, contribuem significativamente para a
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liberacdo de aminodcidos livres e peptideos de baixa massa molecular (SETTANI;
MOSCHETTI 2010). Os autores descrevem que a intensidade da protedlise, que resulta na
liberacdo de aminoéacidos livres, contribui diretamente para o sabor do queijo e indiretamente
para a formacgdo de aromas, uma vez que os aminoacidos liberados s@o metabolizados pela
microbiota do queijo dando origem a diversos compostos volateis como diacetil, 2,3-
butanodiol e acetoina (SETTANI; MOSCHETTI 2010).

Os géneros Lactobacillus, Pediococcus e Leuconostoc compreendem varias espécies
(Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum,  Lactobacillus
pentosus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus fermentum, Pediococcus
acidilactici e P. pentosaceus, Leuconostoc mesenteroide), com capacidade de inibir a
proliferacdo de bactérias indesejaveis em alimentos em virtude de sua eficacia na producéo de
varias substancias antimicrobianas, que incluem 4acidos organicos, diacetil, bactericidas,
peroxido de hidrogénio, antibidticos de baixa massa molecular (reuterina e reutericiclina) e
entre outros, (GALVEZ et al., 2008; SETTANNI et al., 2011; KUMARI et al., 2012;
DIGAITIENE et al., 2012; REIS et al., 2012; YANG et al., 2012; RATHER et al., 2014).

A biopreservacdo constitui uma poderosa ferramenta para se estender o shelf-life e
aumentar a seguranca de alimentos por meio da aplicagdo de microrganismos naturalmente
presentes nos mesmos, sem a necessidade da utilizagdo de aditivos artificiais na producédo do
queijo (REIS et al. 2012). Seguindo essa mesma linha de raciocinio, Settani et al. (2011)
descreveram que o efeito da adicdo de NSLAB sobre a vida de prateleira do queijo fresco. Neste
estudo, constataram que a adicdo em conjunto de L. paracasei NdP78 e Streptococcus
macedonicus NdP1 como adjuntos foi capaz de estender a vida de prateleira do produto, da
mesma forma melhorar a qualidade microbiolégica no que se refere as concentracdes de
coliformes totais e termotolerantes, Staphylococcus sp. e a atividade antilisteria, caracterizando

também uma influéncia positiva sobre as caracteristicas sensoriais do produto.

3.8.1 Impacto das NSLAB na qualidade dos Queijos

As bacterias (Non Starter Lactic Acid Bacteria - NSLAB) sdo comumente encontradas
no leite cru e também dentro da indUstria lactea, dentro das tubulagdes e dos equipamentos de

producdo por onde circula o leite pasteurizado, bem como em equipamentos e utensilios
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utilizados na fabricagdo de queijos. Ha também possibilidade de serem encontradas no ar
ambiente da industria (MOURA, 2017).

As NSLAB devem atender a varios critérios, elas tém que acidificar para atingir e
manter altas densidades celulares no leite para evitar defeitos no queijo, e afetar negativamente
a qualidade geral do queijo (CROW et al., 2001; DI-CAGNO et al., 2011; GOBBETTI et al.,
2015).

Bokulich and Mills (2013) relataram a existéncia nas instalagdes de “casas” nos
equipamentos, uma microbiota especifica e sugeriu que essa microbiota tem papel potencial na
formacao de caracteristicas especificas do produto final.

O processo de pasteurizacdo convencional do leite utilizado na fabricacdo de queijos
consegue eliminar a totalidade das bactérias patdégenas. No entanto, de alguma forma uma
pequena parte destas bactérias que estavam presente no leite cru consegue sobreviver e
permanece no leite pasteurizado (HANSEN, 2017). O resfriamento do leite que é uma prética
comum seja ele com temperatura de coagulacdo ou de estocagem, contribui para que o leite
pasteurizado e armazenado por longos periodos beneficie o crescimento dessas bactérias na
superficie destes equipamentos, com isso acaba desfavorecendo os processos frequentes de
limpeza, pois muitas vezes acabam ultrapassando o tempo recomendado para realizacdo da
limpeza CIP no circuito (HANSEN, 2017).

Desta maneira a medida que o equipamento fica por muito tempo sem a realizacdo da
limpeza, amplia-se a possibilidade de um aumento na carga das bactérias NSLAB no leite
pasteurizado. Outro ponto que merece atencao dentro na producédo € o tempo em que o leite se
mantém parado para a pré-maturacdo do queijo, seja pela caracteristica da cultura ou mesmo
por questdes operacionais da industria (HANSEN, 2017). Precisa-se cuidado redobrado para
evitar esta operacdo tratando-se da fabricacdo de queijos, ja que isso acaba contribuindo para o
crescimento das bactérias NSLAB. Na maior parte dos queijos a contagem das bactérias
NSLAB nos primeiros dias de fabricacdo é baixa, a0 mesmo tempo em que a contagem das
bacterias iniciadoras (starter) é alta. Conforme o tempo em que 0 queijo permanece estocado,
as bacteérias iniciadoras do fermento diminuem sua populacdo dando lugar ao crescimento das
bactérias NSLAB, dinamica esta fortemente influenciada pela quantidade residual de agucares
pos salga existente e pela temperatura de estocagem do queijo (HANSEN, 2017). Para que se
possa ter uma ideia do grau de interferéncia da temperatura de estocagem dos queijos no
crescimento destas bactérias é possivel ter uma reducéo de até trés ordens logaritmicas a medida
gue a temperatura cai de 08 para 03°C. (HANSEN, 2017).
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3.8.2 Defeitos em Queijos

Apesar de que exerca influéncia no processo maturacao de alguns queijos, estima-se que
em torno de 80% dos defeitos encontrados nos queijos estejam relacionados as bactérias
NSLAB, seja pelo evento da proteolise (descaracterizacéo da textura e off flavours), e/ou pela
producéo de gas e racemizagdo do L-Lactato em D-Lactato dificultando assim a abertura de
olhaduras em alguns tipos de queijos com bactérias propidnicas ou mesmo na formacao de
cristais de lactato na superficie dos queijos (p6 branco) (HANSEN, 2017).

As NSLAB sao consideradas um grupo de bactérias bastante grande que pode variar de
uma regido para outra, ocorrendo em muitos casos resisténcia a pasteurizagdo. As NSLAB
influenciam principalmente na maturacéo de queijos alterando sua textura e flavor. Novamente
é importante destacar a importancia da baixa CBT no leite, que de forma direta, estd associada
a menor presenca de NSLAB (SACCO, 2013).

A producao de gés pelos lactobacilos heterofermentativos, que no caso de alguns tipos
de queijos sao desejaveis, em outros sdo classificados como defeitos que podem ser de textura
e sabor. Inicialmente essas bactérias podem ser encontradas em pequenas quantidades no leite,
e podem atingir mais de 10’ UFC.g-! dentro de 4 a 6 semanas, podendo produzir quantidades
excessivas de COz, contribuindo para o inicio da formac&o olhaduras ou rachaduras dependendo
do tipo de consisténcia do queijo e de sabor ndo caracteristico do queijo (FURTADO, 2017).

Alguns tipos de acidificacdo sdo confundidos com a de um cultivo mais lento, no
entanto, trata-se de uma fermentacéo realizada pelas bactérias NSLAB. E comum nestes casos
ocorrer a diminuicdo da dose do fermento utilizado a medida que o pasteurizador fica sem a
realizacdo da limpeza CIP, ou a limpeza ocorre em um longo espaco de tempo o que torna a
fermentagdo quase que exclusiva pelas bactérias NSLAB (HANSEN, 2017). Esta operagéo
acarreta em consequéncias muito graves para a producdo dos queijos, porque leva ao
aparecimento de alteracbes como, sabores indefinidos aos queijos (muitas vezes amargo),
amolecimento (queijo mussarela) e off flavours e abertura de massa (Queijo Prato) devido a
intensa protedlise e em alguns casos ocorre a abertura da massa devido & producdo de gas
(HANSEN, 2017).
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3.8.3 Estudos do Impacto da NSLAB na Industria Lactea

Em estudo publicado por Basar, (2019), foram coletadas 144 amostras de trés laticinios
durante o periodo de maturacdo do queijo Ezine, na regido de Canakkale, regido montanhosa
de Ida, na Turquia. A composi¢do fisico-quimica e as analises de identificacdo do NSLAB
foram realizadas usando métodos convencionais e moleculares. Os resultados indicam que o
NSLAB contribui para a estabilidade microbioldgica do queijo Ezine ao longo de 12 meses de
maturacdo. O isolamento do NSLAB com atividade antimicrobiana, potenciais produtores de
bacteriocina, produziu colegdes definidas de isolados naturais de NSLAB do queijo Ezine. O
estudo também relatou que apos o processo de pasteurizacdo, algumas cepas NSLAB resistentes
ao calor permanecem, recuperando e proliferando durante o periodo de maturacdo. Além disso,
a capacidade de algumas LAB mesofilico de formar biofilmes serve como fonte para as NSLAB
através da contaminagdo pos-pasteurizacdo (BASAR, 2019).

Em matéria publicada por Moura, (2017) mais da metade dos problemas de queijos estdo
relacionados as NSLAB. Problemas causados por protedlise (amolecimento, sabor e odor
estranho); producdo de gas e rancemizacdo do lactato, causando problema em queijos como
olhaduras, bem como aparecimento de manchas como p6 um branco na casca dos queijos,

devido & formac&o de cristais de lactato na superficie dos mesmos (MOURA, 2017).

Figura 3: Queijo com producéo de gas e rancemizacao do

LR B S

Fonte: (MOURA, 2017)
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Corroborando da mesma descrigdo, a revista Laticinios publicou em seu caderno
Técnico que mesmo exercendo uma enorme influéncia na fase de maturacéo de alguns tipos de
queijos, estima-se que 80% dos defeitos encontrados nos queijos possam estar relacionados as
bactérias NSLAB, esses defeitos podem ser por prote6lise (descaracterizacdo de textura e off

flavours), pela producéo de gas e racemizagdo do L-Lactato em D-Lactato (HANSEN, 2017).

Figura 4: Queijos com defeito de amolecimento e com off flavours

Queijo Mussarela Queijo Prato com off flavours
com amolecimento e abertura de massa

Fonte: (HANSEN, 2017).

Segundo a EPAMIG ILCT, que desenvolve estudos e pesquisas com queijos artesanais
de leite cru, relata que algumas bactérias laticas selvagens presentes no leite cru, chamadas
bactérias laticas ndo adicionadas (NSLAB), também podem produzir gases e consequentemente
olhadura, que ndo necessariamente seria considerada estufamento, ou seja, 0 queijo possui
algumas olhaduras, mas seu sabor e odor sdo agradavel, diferente do queijo estufado (EPAMIG,
2019).
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4. CONCLUSAO

As Non-Starter Latic Acid Bacteria (NSLAB), fazem parte da flora de bactérias
secundaria que se desenvolve espontaneamente nos queijos e alimentos fermentados durante a
maturacgéo.

O presente trabalho reintera que os cuidados com as BPF podem evitar esses defeitos,
tais como: Cumprimento da IN 76, que trata das caracteristicas e da qualidade do produto na
industria e da IN 77, que define critérios para obtencdo de leite de qualidade e seguro ao
consumidor. Monitoramento por meio de analises microbioldgicas de todos os processos de
limpeza CIP, tanques de transporte rodoviario, tanques de estocagem e analise microbioldgica
de todos os utensilios utilizados na fabricacdo do queijo. Monitorar as contagens de CBT no
leite cru bem como a contagem de NSLAB no leite pasteurizado. Evitar cultivos com fase Lag
extensa ou periodos largos de pré-maturacdo do leite. Adotar temperatura de estocagem dos
gueijos o mais proximo de 4 °C e nos casos de queijos maturados, evitar temperaturas muito
altas de maturacdo. Utilizar combinacdo de cultivos que minimize a quantidade de agucares
residuais pds salga. Diminuir a dependéncia da fermentacdo das NSLAB respeitando a dose
correta do fermento. Sob aspectos futuros é importante a realizacdo de novas pesquisas
buscando aprofundar os conhecimentos a respeito da acdo das NSLAB como agentes

envolvidos na maturacgao dos queijos para preencher lacunas ainda existentes.
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RESUMO

A microbiota do queijo é composta por bactérias do &cido lactico, que sdo
adicionadas como iniciadores (starter lactic acid bacteria — SLAB) e culturas adjuntas ou
ndo iniciadoras (non starter lactic acid bacteria -NSLAB). O leite cru € a principal fonte
do NSLAB. Dependendo da espécie e linhagem, sua atividade metabdlica pode contribuir
para defeitos ou inconsisténcia na qualidade do queijo e para o desenvolvimento do sabor
tipico do queijo. Embora exerca uma grande influéncia na maturacéo de alguns queijos,
estima-se que 80% dos defeitos de queijos estejam relacionados as NSLAB, seja pela
protedlise, producédo de gas e racemizacdo do L-Lactato, olhaduras em alguns tipos de
queijos ou mesmo formando cristais de lactato na superficie dos queijos (pébranco). O
objetivo deste estudo foi investigar o impacto causado pelas bactérias NSLAB na
producéo de queijos. Foram realizadas buscas sistematicas em bases de dados eletronicas
nacionais e internacionais alcancando inimeros artigos relacionados, alguns artigos
avaliados apresentaram resultados satisfatorios demostrando o potencial das bactérias
NSLAB em causar prejuizos na fabricacdo do queijo. A presenca da NSLAB melhora a
qualidade microbiolégica do queijo e sua vida de prateleira. Porém, algumas cepas sao
responsaveis por muitos defeitos apresentados pelos queijos. Dessa forma, pode concluir-
se que os cuidados com as BPF podem evitar esses defeitos, tais como: analises
microbioldgicas de todos o0s processos de limpeza CIP, tanques de transporte rodoviario
e de estocagem e andlise microbioldgica de todos os utensilios utilizados na fabricacdo
do queijo.

Palavras-Chave: microbiota; cultura; fabricacdo; fermentacao.

NON STARTER LACTIC ACID BACTERIA - NSLAB LACTIC ACID
BACTERIA: A CHALLENGE FOR THE CHEESE INDUSTRIES

ABSTRACT

The cheese microbiota is composed of lactic acid bacteria, which are added as
starters (starter lactic acid bacteria - SLAB) and adjunctive or non starter cultures (non
starter lactic acid bacteria - NSLAB). Raw milk is the main source of NSLAB.
Depending on the species and lineage, its metabolic activity may contribute to defects or
inconsistency in the quality of the cheese and to the development of the typical cheese
flavor. Although it has a great influence on the maturation of some cheeses, it is
estimated that 80% of cheese defects are related to NSLAB, either by proteolysis, gas
production and racemization of L-Lactate, glances in some types of cheese or even
forming lactate crystals on the surface of the cheeses (white powder). The aim of this
study was to investigate the impact of NSLAB bacteria on cheese production.
Systematic searches were carried out in national and international electronic databases,
reaching numerous related articles, some articles evaluated presented satisfactory results
showing the potential of NSLAB bacteria to cause losses in cheese production.
NSLAB's presence improves the microbiological quality of the cheese and its shelf life.
However, some strains are responsible for many defects presented by cheeses. Thus, it
can be concluded that the care with GMP can avoid these defects, such as:
microbiological analysis of all CIP cleaning processes, tanks for road transport and
storage and microbiological analysis of all utensils used in the manufacture of cheese.

Key words: microbiota; culture; manufacturing; fermentation.
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INTRODUCAO

O agronegdcio brasileiro é dividido em varios setores, o de laticinios tem imenso
destaque, tendo por base o valor bruto de producdo (VBP) que é originado do setor
pecudrio, a Confederacdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil aponta que o setor lacteo
nacional representa 24% desse valor, perdendo apenas para o setor de carne bovina e
sendo superior, por exemplo, ao setor de producgdo de carne suina, frangos e ovos (CNA,
2017). A industria de laticinio possui varios segmentos, dentre eles o setor queijeiro esta
entre os de maior expressao econémica e comercial. Segundo levantamento realizado pela
Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo, a producéo de leite no pais em 2015 foi
em torno de 34 bilhdes de litros, dos quais 46% foram destinados a producédo de queijos
(ABIQ, 2016).

Na fabricacdo de queijos, as caracteristicas do produto final sdo determinadas
pelas propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas do leite utilizado e pelas etapas
envolvidas no processo de fabricacdo conforme relatado por Dadalt, (2019). As
intervencdes tecnoldgicas podem influenciar nos aspectos fisico-quimicos, definindo o
padrdo de qualidade do produto maturado (DADALT, 2019).

No Brasil 0 mercado de queijos possui caracteristicas especificas quando se refere
as definicBes que sdo adotadas para que se possa diferenciar queijos comuns, queijos finos
(ou especiais) e queijos artesanais conforme descrito por Perry, (2004). Queijos comuns
tem fabricacdo padroniza, ndo apresentam sabor, aroma e textura destacaveis, como 0s
produzidos pela industria lactea, incluindo aqueles que possuem denominacdes regionais,
mantidos tradicionalmente pela producdo artesanal. No entanto queijos finos ou especiais
tem sua producdo em curta escala pela inddstria, visando atender a uma estratégia
comercial, objetivando manutencdo de pregos elevados e de diferenciacdo apenas de
tamanho, forma e rotulagens. Essa por¢do do mercado de queijos finos no Brasil possui
forte influéncia da oscilacdo dos queijos industriais importados que possuam 0 mesmo
nome. (CHALITA et al., 2010).

Com a evolucéo da producao e comercializacdo observa-se que ao longo dos anos
gerou uma transformacao do mercado lacteo brasileiro. Uma dessas transformacdes esta
ligada & abertura comercial e a integragdo econdmica, a valorizagdo cambial e também a

profissionalizacdo da producdo dos produtos lacteos, sendo a mais importante,
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relacionada a mudanca nos padrdes de consumo de lacteos da populacéo brasileira,
associado a isso, estd a transformacgdo do produto em commodity e a constituicdo de
grandes estruturas industriais (CORREA, 2014).

As bactérias laticas (BAL) sdo grupos que tem como principal caracteristica a
producdo de acido latico pela fermentacdo de carboidratos. Sdo Gram positivas, ndo
formadoras de esporos, catalase e oxidases negativas e anaerdbias facultativas (SILVA et
al., 2017). Essas bactérias sdo muito utilizadas como fermento l&ctico durante o processo
de fabricacdo de queijos, por conferir caracteristicas organolépticas como sabor, aroma e
textura, agregando valor ao produto final (HUERTAS 2010).

OBJETIVO GERAL

Analisar como a presenca das NSLAB impactam na qualidade do queijo, nas
industrias lacteas e na saude humana, observando os desafios encontrados pela industria
de laticinios para manter um produto indcuo e objetivando 0s meios para atingir a

seguranca alimentar desejada.

OBJETIVO ESPECIFICO

- Definir o que séo bactérias NSLAB e quais € seu impacto na cadeia lactea.

- Identificar como metodos de controle preventivo podem se tornar um diferencial
tanto na qualidade do produto, quanto na lucratividade da industria através da
bibliografia.

- Identificar as formas que o controle preventivo pode atuar dentro da inddstria através da

bibliografia.
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METODOLOGIA

Esse trabalho é uma pesquisa bibliografica realizada por meio de consulta na base de
dados periddicos capes, repositorios institucionais e relatorios técnicos, acerca da NSLAB
(non starter lactic acid bacteria), relacionado a defeitos encontrados nos queijos. As
pesquisas e coletas de dados foram realizadas no periodo de fevereiro a junho do ano de
dois mil e vinte, a partir de questdes levantadas sobre o tema, foram consultadas cerca de
133 obras por meio de revisdes bibliogréficas, tendo sido empregados artigos cientificos,
livros e referéncias em bancos de dados eletrnicos e nas bases bibliograficas: Google
académico, Scielo, BDTD, ScienceDirect e o periodo de consulta foi de 2010 a 2019.
Para coleta das informacdes, foram buscados os seguintes descritores (BAL, NSLAB,
bactérias do acido latico, maturacdo dos queijos, microbiota dos queijos, caracteristicas

fisico quimica dos queijos).

BACTERIAS ACIDO LATICAS (BAL)

As bactérias acido laticas (BAL) constituem um grande grupo de microrganismos,
normalmente associado a laticinios, devido ao seu uso em alimentos ricos em
carboidratos, proteinas e vitaminas, como queijo, leite, carne, frutas e também séao
encontrados em grande quantidade na natureza. Sdo utilizadas em grande escala na
industria de alimentos em processos de fermentacdo, e ocorre em algumas situacoes, que
as bactérias acido laticas (BAL) podem se tornar desejaveis ou indesejaveis, pois podem
contribuem para a formacédo de sabores, aromas, textura e odor, de forma positiva ou
negativa causando uma alteragdo no alimento (EMBRAPA, 2011).

As BAL séo grupos de bactérias que tem como principal caracteristica a produgéo
de acido latico pela fermentacdo de carboidratos. S&o Gram positivas, ndo formadoras de
esporos, catalase e oxidases negativas e anaerdbias facultativas (SILVA et al., 2017).
Essas bactérias também sédo definidas como microrganismos desprovidos de citocromo e
acidos tolerantes. Dependendo da temperatura Otima de crescimento, essas bactérias
podem ter sua classificacdo em mesofilicas 20-30 °C ou termofilicas 35-45 °C (REIS et
al., 2012; GIRAFFA, 2012; ZHANG et al., 2013).
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Desempenham um papel multifuncional em aplicacdes alimentares, agricolas e
clinicas (BINTSIS 2018). O uso de BAL na fermentacdo de alimentos € uma das antigas
técnicas conhecidas de preservacdo de alimentos. Produtos lacteos fermentados, como
iogurte e queijo, apareceram na dieta humana cerca de 8.000 a 10.000 anos atras. Até o
século 20, a fermentacdo de alimentos permaneceu num processo nao regulamentado e, a
descoberta e caracterizacdo das LAB mudaram os pontos de vista sobre a fermentagéo de
alimentos (HAYEK; IBRAHIM, 2013). O método tradicional para a fabricagdo de
produtos alimenticios fermentados era a "inocula¢ao dos alimentos com uma amostra de
um produto do dia anterior. Este método tem algumas desvantagens, principalmente uma
grande flutuacdo na qualidade do produto, mas ainda é usado para alguns produtos
caseiros. A substituicdo do back-slopping por uma cultura de partida selecionada foi
percebida muito cedo como uma necessidade. Atualmente, como a producao de alimentos
fermentados é automatizada e produzida em grandes quantidades, com controle total do
processo, 0 uso de culturas iniciadoras comerciais é parte integrante de uma producgédo
bem-sucedida de qualquer produto fermentado (BINTSIS; ATHANASOULAS; 2015).

As BAL sdo responsaveis por causar transformacGes na matéria-prima,
colaborando para o sabor e textura de produtos fermentados e inibindo a deterioracdo de
alimentos que é causada por outros microrganismos. Diante disso, é considerado o
principal grupo de bactérias utilizado na fermentacdo de alimentos (IKEDA, 2013).
Devido as suas propriedades metabdlicas, as BAL manifestam significativo efeito
inibitério sobre a producdo e o crescimento de toxinas de muitas outras espécies de
bactérias (COSTA et al., 2016).

Além disso, as bactérias acido laticas contribuem para a producéo ou degradacao
de exopolissacarideos, lipidios e proteinas, producdo de componentes nutricionais como
vitaminas, e utilizadas como culturas funcionais e promoc¢do de efeitos terapéuticos
(WEDAJO, 2015; BINTSIS; 2018, PICON, 2018).

Propriedades como adaptacBes nutricionais, ambientais e de adesdo
proporcionaram as LAB a capacidade de se adaptar e se apresentar em diferentes
ambientes, desde matrizes alimentares como laticinios, carnes, vegetais e pdo de
fermento. Além disso, as LAB sdo habitantes comuns das superficies mucosas humanas,
como cavidade oral, vagina e trato gastrointestinal (HAYEK; IBRAHIM, 2013).

As BAL sdo muito exigentes em relacéo das suas condicdes de crescimento, tendo
necessidade de fontes de nitrogénio, vitaminas e sais minerais. O metabolismo dessas

bactérias pode apresentar duas rotas principais, a homo fermentativa, que tem produgéo
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de &cido latico e a heterofermentativa, com a formacao de acido latico, gas carbénico,
etanol e compostos de flavor (LI et al., 2010).

As Bactérias do acido lactico homofermentativas mais utilizadas na producgéo de
alimentos séo as do género Lactobacillus e Streptococcus, pois o acido lactico produzido
por elas pode ser utilizado em industrias de alimentos como flavorizante, acidulante,
tamponante e inibidor de bactérias deteriorantes em alimentos processados como 0s
produtos de panificacdo, produtos lacteos, bebidas, cerveja dentre outros (CAPELLARI,
2010; FORSYTHE, 2013). As BAL heterofermentativas principais sdo Weisella spp. e
Leuconostoc spp., assim como alguns lactobacilos. A producéo de acido por elas assume
um papel de aromatizantes nos alimentos em que se encontram, sendo, por este motivo,
também empregados em larga escala em industrias de laticinios (CAPELLARI, 2010;
FORSYTHE, 2013).

BACTERIAS QUE FAZEM PARTE DO GRUPO DAS BAL

As bactérias que fazem parte do grupo das LAB sdo dos géneros Alloiococcus,
Aerococcus, Carnobacterium,  Dolosigranulum,  Enterococcus, Globicatella,
Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Melissococcus, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Weissella e Vagococcus (CROWLEY et
al., 2013). Segundo Sabo et al., (2014) e Loureiro, (2015), as bactérias &cido laticas de
maior importancia para a industria de alimentos destacam-se aquelas pertencentes a onze
géneros: Lactobacillus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus,  Streptococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Bifidobacterium,
Vagococcus e Weissella, sendo o Lactobacillus plantarum, encontrado em uma imensa
variedade de alimentos, podendo ser isolado de produtos lacteos, assim como, em
produtos fermentados carneos como salames, salsichas, entre outros alimentos de origem
vegetal, como chucrute e vinhos.

Esse grupo de bactérias expressa atividade antagonista contra microrganismos
patogénicos e deteriorantes muito importantes em alimentos (BELLO et al., 2010).
Alguns estudos identificaram o Lactobacillus spp., como sendo o principal género de

LAB inibidor de microrganismos patogénicos, como Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes (DUARTE et al., 2016; NETO et al.,
2013).

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS ACIDO LATICAS

A forma de identificacdo da BAL pode ser realizada através de seu crescimento
em meios de cultura seletivos, seja em adgar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) ou M17,
testes bioquimicos e fisioldgicos, pode ser usado também coloracdo de Gram e as provas
de catalase e urease, e moleculares como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(RESENDE et al., 2011; SILVA, 2016). Para isolamento destas bactérias 0s meios mais
utilizados estdo o a4gar M17, mais seletivo para bactérias com morfologia de cocos, o0 gar
Rogosa acidificado ou agar MRS (Man, Rogosa e Sharpe), para bactérias com morfologia
de bacilos (CARVALHO, 2007; SILVA, 2016).

A identificacdo do fendtipo das BAL ¢é realizada através de meios de cultura
seletivos, através da técnica de coloracdo de Gram e posteriormente a bacterioscopia, que
permite a verificacdo das caracteristicas morfoldgicas, ou seja, se sdo cocos ou bacilos,
permitindo uma identificacdo presuntiva de triagem ou confirmatorio (PEREIRA, 2017).
O teste de catalase também é de extrema importancia na triagem das BAL, pois sdo
catalase negativa. Apesar de ser um método relativamente sensivel, pode ter suas
limitacdes devido a dificuldade de discriminar algumas espécies e cepas. Dessa forma, é
necessaria a utilizacdo de outros testes para classificar em género e espécie, como a PCR
espécie-especifica, esta técnica tem sido a mais empregada para confirmar a identificacdo
bioquimica de microrganismos (EMBRAPA, 2011).

Varios métodos moleculares tém sido aplicados na identificagéo e caracterizagédo
de microrganismos. Dentre essas, a técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
se destaca, pois tem sido bastante utilizada para confirmagéo e identificacdo de LAB
(GANDRA et al., 2008, PERIN, 2016).
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PRESENCA DAS BAL NA FABRICACAO DE QUEIJOS

No processo final da producdo dos queijos, as culturas iniciadoras (starter) estéo
presentes de forma frequente em quantidades superiores a 10° unidades formadoras de
colénias (UFC) por grama de queijo durante a fase de maturagdo, as Bactérias Acido
Laticas dominam a microbiota presente (STEELE et al., 2013). A presenca dessas
bactérias, embora possuam como principal fungéo a producéo de acido latico no decorrer
do processo fermentativo, tem uma atua¢do muito importante na maturacdo dos queijos,
visto que suas enzimas estdo envolvidas de modo direto nos processos de protedlise,
lipblise e conversdo de aminoécidos em compostos aromaticos (SLATTERY etal., 2010).
A primeira fonte de enzimas do queijo é sua microbiota que influéncia no
desenvolvimento do aroma (STEELE et al., 2013). Hayaloglu e McSweeney (2014)
relatam que o processo de maturacdo de queijos pode ser descrito como um conjunto
complexo de eventos bioquimicos que envolvem em torno de trés mecanismos de
modificacdo dos compostos organicos presentes nos queijos. Estes mecanismos sdo a
proteolise, lipolise e 0 metabolismo da lactose, &cido citrico e aminoacidos, que podem
originar centenas de metabdlitos. Os autores descrevem que o processo € influenciado por
fatores dentre 0s quais se destaca a composi¢cdo da microbiota formada durante o
processamento do queijo.

As bactérias lacticas (BAL) gque sdo utilizadas na producédo de queijos podem ser
mesofilicas ou termofilicas. Culturas mesofilicas sdo basicamente compostas por
Lactococcus lactis, que produzem &cido lactico em temperaturas que variam de 38°C a
40°C (BROOME; LIMSOWTIN, 2011).

A atuacdo dessas bactérias é importante para controlar a acidificacdo da massa até
a formagéo da coalhada. Desta forma a diminuigédo do pH apenas pela agdo do coagulante
levaria a retencdo deste coagulante na coalhada, e as reacdes que ocorrem pela proteolise
continuariam durante o processo de maturagdo do queijo, o que desencadearia quebra
gradual da estrutura do queijo e defeitos de sabor (BROOME; LIMSOWTIN, 2011).

Para as industrias produtoras de queijo, 0os microrganismos exercem fungdes
importantes que contribuem para a maturacdo do queijo e contribuem na textura, sabor e
no aroma do produto; e podem ser divididos em culturas iniciadoras (starter) ou culturas

adjuntas, também denominadas de culturas secundarias (TAMANINI et al., 2012).
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Um efeito benéfico das BAL é a sua capacidade de auxiliar na garantia de
inocuidade de produtos alimentares. Alguns estudos ja mostraram que as BAL
desempenham atividade inibitoria consideravel sobre microrganismos patogénicos e
deteriorantes presentes nos alimentos (NERO et al., 2008; DAL BELLO et al., 2010;
MORAES et al., 2012; PERIN et al., 2012).

PROTEOLISE, LIPOLISE E GLICOLISE

Ao longo do processo de maturacdo dos queijos, acontecem pProcessos
bioquimicos, quimicos e fisicos, que irdo acrescentar transformacdes correspondentes a
proteolise, lipolise e glicolise, que deverdo desempenhar grande influéncia sobre o sabor,
aroma, textura dos queijos e outros fatores que afetam diretamente a composi¢do do
produto final (FIALHO, 2015).

Dentre as alteracdes acontecidas na maturacdo a protedlise o principal fendbmeno
que ocorre na fabricacdo de queijos, uma vez que, a producdo de aminoacidos e peptideos
ird propiciar aroma e sabor ao alimento. No decorrer do fendmeno da protedlise, também
ocorrera mudancas no pH em funcdo da formacdo de amdnia, alteracdes na textura em
funcdo da quebra de proteinas e maior ligacdo de agua pelos grupos formados, amino e
carboxilicos (FOX et al., 2000; SANTIS, 2016).

O fendbmeno da protedlise leva a mudancgas na textura do queijo por meio da
hidrélise da matriz proteica, gerando aumento da capacidade de retencdo de agua
resultante da quebra das ligacBes peptidicas e consequente liberacdo de grupos
carboxilico e amino e 0 aumento do pH devido a liberacdo de aménia (UPADHYAY et
al., 2004).

O desenvolvimento da textura do queijo pode ocorrer através da matriz de
proteinas, diminuicdo do aw ou, entdo, indiretamente por um aumento do pH causado pela
libertacdo de amonia dos aminoécidos produzidos por protedlise. A formagdo do aroma
e do sabor pode dar-se de forma direta atraves da producdo de pequenos peptideos e
aminoéacidos ou, indiretamente, pela libertacdo de aminoacidos que agem como substratos
de diversas reacdes catabdlicas (COSTA 2012). A reacdo da prote6lise na fabricacdo dos

queijos pode ser catalisada por proteinases e peptidases, e pode possuir origens diferentes,
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como pela flora adventicia do leite, o coagulante ou pela microflora secundaria (COSTA
2012).

As bactérias &cido lacticas (BAL) presentes na flora adventicia do leite contam
com uma proteinase que colabora para a cura do queijo atraves da hidrolise de peptideos
de pequena e média dimensdo produzidos a partir da caseina pela acdo de coagulantes
como a quimosina ou a plasmina. As LAB associadas a flora adventicia do queijo
desenvolvem-se ao longo da maturacdo. As proteinases e as peptidases destas bactérias
sdo normalmente semelhantes as da flora adventicia e colaboram para a cura de um modo
semelhante. Em algumas variedades de queijo € motivado o desenvolvimento de
microflora secundaria, a qual, por vezes, € deliberadamente adicionada. A grande maioria
destes microrganismos contém uma atividade enzimatica forte, incluindo proteinases e
peptidases que contribuem substancialmente para a protedlise nestes casos (COSTA
2012).

Na fabricacdo de queijos a lipolise, que hidrolisa a gordura a glicerol e &cidos
graxos, influencia predominantemente no sabor e no aroma final do produto (ROBINSON
etal., 2010).

As enzimas lipoliticas podem ser classificadas como esterases e lipases, sendo que
as lipases no queijo podem ter seis diferentes origens: o leite, o coagulante, as bactérias
de arranque (starter), os microrganismos secundarios bactérias lacticas “NSLAB” e
preparacdes de lipases exdgenas (COSTA 2012).

A glicolise tem atuacdo mais discreta que a protedlise, porém, ndo menos
importante na fabricacdo do queijo, atua em conjunto com as bactérias lacticas,
degradando os agUcares, principalmente a lactose, em &cido latico, acidificando o meio,
influenciando na textura e acidez do queijo (ROBINSON; WILBEY, 2010).

CLASSIFICACAO DAS BACTERIAS ACIDO LACTICA (LAB)

A classificacdo das culturas laticas é dividida em bactérias acido-laticas starter
(Starter Lactic Acid Bacteria - SLAB) ou iniciadoras, por terem a capacidade de
metabolizar a lactose e, as culturas non starter (Non Starter Lactic Acid Bacteria -
NSLAB) ou ndo iniciadoras ou adjuntas, se evidenciando durante o processo de

fabricacdo e periodo de maturacéo dos queijos (LINDNER, 2008).
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As espécies de SLAB utilizadas na fabricacdo de queijos podem ser mesofilicas
ou termofilico. As espécies mesofilicas como Lactococcus lactis subsp. lactis e subsp.
cremoris sdo utilizadas para a produgdo de queijo. Essas espécies mesofilicas podem ser
suplementadas com citrato Lactococcus lactis fermentando e varias espécies de
Leuconostoc para a producdo de queijos especiais. Alem do SLAB mesofilico, o0 SLAB
termofilico, como Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Lactobacillus helveticus sé&o utilizados para a producdo de queijos de massa
filata e do tipo suico. Frequentemente, S. termdfilos e / ou Lactobacillus helveticus podem
ser adicionadas as culturas mesofilicas usadas para produzir queijos com uma mistura
meso-térmica. As misturas proporcionam maior robustez do fago e maiores propriedades
de sabor (MCSWEENEY, 2017; YVON et al., 1997). Segundo os autores além da
fermentacdo de lactose, as SLAB também sdo importantes para a degradacao da caseina
em peptideos e aminoacidos livres e na biotransformacao desses aminoacidos livres em
uma diversidade muito grande de compostos aromaticos. (MCSWEENEY, 2017; YVON
et al., 1997). As SLAB sdo responsaveis pela producdo de &cido e estdo envolvidos no
endurecimento durante o processo de fabricacdo do queijo. (SETTANNI; MOSCHETTI,
2010).

BACTERIAS ACIDO-LATICAS STARTER (Starter Lactic Acid Bacteria -
SLAB)

As bactérias do acido lactico starter (Starter Lactic Acid Bacteria - SLAB) sdo
usadas como culturas de arranque para 0 processo de fabricagdo do queijo, podendo ser
adicionadas inicialmente ou fazerem parte da microflora natural do leite (WOUTERS et
al., 2002). As culturas de arranque ou bactérias starter ttm como funcao acidificar o leite
e como consequéncia dessa acidificacdo, inibir o crescimento de outras bactérias
(WOUTERS et al., 2002; CARMINATI et al., 2010).

As culturas iniciais também podem ser divididas em mesofilicas iniciantes, com
uma temperatura ideal de crescimento de 25 a 30 ° C e entradas termofilicas, que crescem
melhor entre 40 e 45 ° C. Os iniciantes mesofilicos podem conter apenas estirpes
acidificantes ou uma mistura de acidificantes e BAL de fermentagéo de citrato. A BAL
utilizada com mais frequéncia em culturas iniciantes mesofilicas séo Lactococcus lactis,

incluindo a subespécie L. lactis ssp. lactis e L. lactis ssp. cremoris, mas entradas
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indefinidas também podem conter estirpes de Leuconostoc spp., para fermentacdo de
citrato (GATTI et al., 2014).

As culturas iniciadoras termofilicas geralmente incluem cepas de Streptococcus
thermophilus, normalmente usados para a producao de queijos semiduros e duros. A BAL
usa a lactose como fonte de carbono, resultando na producéo de altas concentracdes de
acido latico e o crescimento de BAL no leite durante o estagio inicial da producdo de
queijo (GATTI et al., 2014).

As densidades de células iniciais na maioria das variedades de queijo sdo
aproximadamente 10% a 10° ufc/g durante o processo de fabricagio dos queijos
(PARENTE et al., 2017). Durante os primeiros passos do amadurecimento, uma reducao
substancial na populacdo SLAB pode ocorrer acompanhada de autélise celular e liberacéo
de enzimas intracelulares, dependendo das caracteristicas das estirpes utilizadas
(STEELE et al., 2013).

BACTERIAS ACIDO-LATICAS NAO STARTER (Non Starter Lactic Acid
Bacteria - NSLAB)

A NSLAB provém geralmente do leite sem nenhum processamento, ou seja, in-
natura e da fabricacdo de queijos, e pode variar significativamente de uma fabrica de
laticinios para outra (BANKS; WILLIAMS, 2004; SETTANNI; MOSCHETTI, 2010;
SGARBI et al., 2013).

Por outro lado, a bactéria NSLAB, também caracterizado como ‘nao iniciadora',
é encontrada naturalmente no leite cru ou derivam de outras fontes, contaminacdes em
propriedades ou plantas leiteiras e geralmente crescem com atraso durante a maturagéo
do queijo (BERESFORD et al., 2001; KAGKLI et al., 2007). Esse crescimento ocorre a
custa de substratos do leite que ndo sdo metabolizados pela SLAB ou subprodutos
catabolicos de SLAB ou intracelulares nutrientes liberados pelas células SLAB apés a
autolise (SGARBI et al., 2013; GOBBETTI et al., 2015).

O grupo das NSLAB possui uma grande diversificagdo. A mais frequente e
tecnologicamente NSLAB importante nas fermentaces tradicionais de queijo é o
genémico grupos de Lactobacillus, sdo heterofermentativo facultativo e mesofilico,

fazem parte desse grupo: Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
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rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus
paraplantarum, varios heterofermentativos obrigatorios Leuconostoc, Weissella,
Lactobacillus spp., Enterococcus spp., E. faecium, E. faecalis E. durans (BERESFORD
etal., 2001; MONTEL et al., 2014; GOBBETTI et al., 2015).

RISCO RELACIONADO A CONTAMINACAO DE QUEIJOS PELO USO
DE BACTERIAS ACIDO LATICAS (BAL)

Apesar das bactérias &cido laticas (BAL) serem consideradas seguras e que trazem
beneficios ao homem, vem aumentando a preocupacéo com relacdo aos seus aspectos de
seguranca, sendo que algumas cepas de géneros diferentes exibiram a presenca de fatores
de viruléncia, apresentaram também resisténcia a antibioticos ou tiveram alguma
associacdo relacionada ao desenvolvimento de doencas (ADIMPONG et al., 2012;
GIRAFFA, 2012).

Diante da aparente necessidade de desenvolver mecanismos para a definicao de
prioridades associados com o risco de usar essas bactérias na producdo de alimentos, a
(European Food Safety Authority (EFSA)) tem considerado que € preciso realizar uma
avaliacdo formal da seguranca, assim, um sistema foi proposto para fazer uma avaliacédo
de seguranca pré-comercializacdo de alguns grupos selecionados de microrganismos,
levando a concessdo de uma "Presungdo de Seguranga Qualificada” (QPS) (EFSA,
2007)..

Desta forma, a EFSA prop6s que a avaliagdo da seguranca de um grupo
taxonémico definido, tal como um género ou um grupo de espécies relacionadas podera
ser feito com base na confirmacdo da identidade, possivel patogenicidade e uso final
(EFSA, 2007). Um dos grandes problemas na abordagem da QPS é a dificuldade de
aplicar uma abordagem de estirpe para estirpe de culturas microbianas indefinidas, como
sdo encontradas em diversos alimentos fermentados, como queijos e salames; onde a
fermentagdo é baseada no uso dessas culturas indefinidas e/ou na reutilizacdo de uma
porc¢éo da producéo anterior (ROSSETTI et al., 2009).

Segundo Rossetti et al., (2009), investigacdes sistematicas raramente tém sido

realizadas, ndo ha base de conhecimento disponivel para estes microrganismos,
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entretanto, em muitos casos, existe uma longa e documentada histéria de uso seguro de
BAL em alimentos.

Um fator de imensa relevancia para garantir a seguranca da cultura latica utilizada
é a verificacdo da presenca dos genes que compdem a producao das aminas biogénicas.
As aminas sdo bases organicas que possuem baixo peso molecular e de atividade
bioldgica, podendo apresentar efeitos toxicos se forem ingeridas em altas concentragdes
ou quando a desintoxicagdo natural do organismo for inibida pela acdo de algum
medicamento ou por alguma caracteristica genética (GARAI et al., 2007; CALZADA,
2013).

Na formacdo das aminas biogénicas a necessidade que se tenha a presenca de
microrganismos que sdo descarboxilase positiva, caracteristica esta que é observada em
muitos géneros de BAL. Microrganismos que conseguem produzir quantidades
consideraveis de aminas biogénicas em condi¢bes de processamento ndo devem ser
utilizados como culturas iniciadoras (starter) em alimentos fermentados (LORENCOVA
etal., 2012).

PROCESSO FERMENTATIVO DAS BACTERIAS ACIDO LACTICA
(BAL)

As bactérias do &cido lactico (BAL) sdo um dos grupos mais importantes de
microrganismos usados na industria de alimentos, pois possuem o status de (Generally A
Asised As Safe (GRAS)) e sdo usados na fermentacédo de produtos de consumo comum,
como iogurte, queijo e salsichas (PEREIRA et al., 2017). A fermentacdo com &cido latico
produz &cido latico e outros metabdlitos responsaveis pelas caracteristicas alteradas e
potencialmente pelas atividades biologicas aprimoradas dos produtos obtidos na
fermentacdo (CAGNO et al., 2011; PEREIRA et al., 2017). A definicdo do fermento
latico compreende em uma preparagdo microbiana contendo nimeros elevados de células
de um ou mais géneros, espécies e cepas de LAB (BERESFORD; WILLIAMS, 2004).

Na elaboracao de queijos, sua fungéo esta relacionada a producéo de acido latico,
que facilita a acdo do coalho e auxilia na expulséo do soro, alem do desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais do queijo e o controle do crescimento de patdgenos

(TODESCATTO, 2014). Algumas culturas laticas autoctones, compostas por bactérias
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“starter” e adjuntas, tem sido selecionada do leite e queijos artesanais a fim de obter um
fermento latico para a producéo de queijo fabricado com leite pasteurizado (GONZALEZ
etal., 2010).

Algumas cepas microbianas especificas tém sido isoladas a partir do leite e
adicionadas como culturas starter ou adjuntas durante o processo de fabricacdo dos
produtos, a fim de conferir as caracteristicas sensoriais desejaveis (QUIGLEY et al.,
2013). A utilizacdo de culturas lacticas, que apresentam comprovada atividade
antimicrobiana, na producéo de alimentos fermentados torna esses produtos mais seguros
ao consumidor, bem como aumentam a sua vida de prateleira, uma vez que inibem o
crescimento de microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos (COSTA et al., 2012).

A producdo do &cido latico ocorre a partir da utilizacdo da principal fonte de
nutrientes dessas bactérias que geralmente sdo os carboidratos, como a glicose (IKEDA
etal., 2013).

Segundo Ikedaetal., (2013) as BAL tém grande capacidade de degradar diferentes
carboidratos, resultando predominantemente em acido latico. Aproximadamente 50% de
todo o carboidrato consumido por essas bactérias seja convertido em acido latico. Essa
conversdo ocorre por duas vias metabdlicas conhecidas como homo e
heterofermentativas. Na via homofementativa, também conhecida como Embden-
Meyerhof-Parnas ou glicolitica, ocorre a produgdo quase que exclusiva de &cido latico.

Nessa via ocorre a formacdo da frutose-1-6-difosfato que é clivada, por uma
aldeose, em di-hidroacetona fosfato (DHAP) e gliceraldeido-3-fosfato (GAP). Tanto o
GAP quanto o DHAP (oriunda do GAP) séo convertidos em piruvato que, em condicOes
normais (excesso de carboidratos e pouco oxigénio), é reduzido a &cido latico. Contudo
na via heterofermentativa, que também é conhecida como 6-fosfogluconato/fosfocetolase
ou via das pentoses fosfatos, ocorre uma desidrogenacdo inicial que resulta na formacéo
de 6-fosfogluconato, seguida de uma descarboxilacdo. A pentose remanescente € clivada
em GAP e acetil fosfato. O GAP é metabolizado resultando na formagéo de acido latico
enquanto que o acetil é reduzido a etanol por intermédio de reducgdes de acetil-CoA e
acetoaldeido (IKEDA et al., 2013).
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CONVERSAO DO LEITE EM QUEIJO PELA ACAO DAS BACTERIAS
SLAB E NSLAB

A conversdo de leite em queijo ocorre por um processo de duas etapas. Na
primeira etapa, o leite é convertido em coalhada fresca, ja na segunda etapa a coalhada
fresca é convertida em queijo amadurecido. Na primeira etapa, a bactéria (Starter Lactic
Acid Bacteria — SLAB) cresce rapidamente no leite devido a grande quantidade de
substrato disponivel (lactose) e apds aproximadamente 24 horas atingem niveis de 10°
ufc g-1 em a coalhada fresca. Nenhum crescimento adicional de SLAB ocorre na coalhada
fresca devido a hostilidade do ambiente encontrado (auséncia de carboidrato fermentavel,
alta concentracao de sal e pH baixo). Contudo, na segunda etapa, que ocorre ao longo de
varios meses, 0s numeros da bactéria SLAB entram em declinio, enquanto os nimeros da
bactéria (Non Starter Lactic Acid Bacteria — NSLAB) comecam a aumentar. No inicio da
maturacio, a bactéria NSLAB comeca em niveis bastante baixos de 10%-10° ufc g-1 e
pode ser de fato indetectavel usando técnicas convencionais de revestimento. A medida
que a maturagdo progride, seu nimero aumenta para aproximadamente 10102 ufc g-1
(FITZSIMONS, COGAN, CONDON, & BERESFORD, 2001; LINDNER et al., 2008;
GATTlI etal., 2008; MCMAHON et al., 2014).

A bactérias &cido laticas SLAB e a NSLAB se desenvolvem como colbnias
imobilizadas no queijo durante a maturacdo, tornando-as dependentes da difusdo de
metabdlitos na matriz de queijo. A distribuicdo das células bacterianas imobilizadas na
matriz de queijos € aleatéria e, entretanto, foi evidenciado que a distancia média entre as

col6nias € fortemente afetada pelos niveis iniciais de inoculacdo (JEANSON et al., 2011).

IMPORTANCIA DAS NSLAB NA MATURACAO DE QUEIJOS

O processo de maturacéo dos queijos € um conjunto de reacgdes lentas e delicadas
que influenciam de modo direto nas caracteristicas organolépticas finais do queijo. A
mesma ocorre em camaras frigorificas com temperatura e umidade controlada,

normalmente em temperaturas entre 5°C e 10°C e umidade relativa do ar entre 84 e 90%
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(MELLO; ARMACHUK, 2013). Tais condicbes favorecem que as atividades
microbioldgicas e enziméticas desejaveis ocorram da mesma forma, impedem o
crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos. Ao longo do processo de
maturacdo, ocorrem processos fisicos, bioquimicos e microbioldgicos, que resultam na
producdo de inimeras substancias que se acumulam colaborando para o sabor e aroma
(cetonas, aldeidos, peptideos, &cidos graxos livres entre outros) (MELLO; ARMACHUK,
2013).

O desenvolvimento da bactéria (Non Starter Lactic Acid Bacteria — NSLAB)
durante o amadurecimento do queijo pode ser atribuido parcialmente a sua capacidade de
usar as fontes alternativas de nutrientes disponiveis (LAZZI et al., 2014). Como a lactose
no queijo é metabolizada nas primeiras semanas de amadurecimento, 0 NSLAB pode
derivar energia de compostos como &cido latico, acido citrico, ribose, acidos graxos,
glicol e AA (BROADBENT et al.,, 2003). O potencial redox afeta a producdo de
compostos aromatizantes através do metabolismo microbiano e reagfes quimicas. Varios
equilibrios influenciam as mudancas no potencial de reducdo da oxidacdo
(MCSWEENEY et al., 2010).

As NSLAB sdo bactérias adventicias que desempenham um papel importante
durante o amadurecimento, melhorando o desenvolvimento do sabor (SETTANNI;
MOSCHETT]I, 2010).

Segundo Settanni e Moschetti, (2010) a bactéria NSLAB pode estar presente em
baixas concentracbes apos fabricacio do queijo (102 a 10° ufc / g), porém, suas
populacdes tendem a aumentar lentamente em torno de 4 a 6 (log ufc/g) nos primeiros
meses de maturacao.

Alternativamente, algumas espécies heterofermentativas podem utilizar pentoses
como ribose e desoxirribose, liberadas apds a lise de células de SLAB, o que normalmente
ocorre durante o processo de maturacdo (SETTANI; MOSCHETTI 2010). No entanto,
neste contexto, 0s autores destacam que as glicoproteinas, proteinas, peptideos,
glicopeptideos e aminoacidos, presentes em altas concentracBes, sdo 0s principais
substratos para as bactérias NSLAB durante o processo de maturagdo. As NSLAB
desempenham um papel essencial na degradacdo das caseinas e peptideos, e por meio
destes processos, contribuem significativamente para a liberacdo de aminoéacidos livres e
peptideos de baixa massa molecular (SETTANI; MOSCHETTI 2010). Os autores
descrevem que a intensidade da protedlise, que resulta na liberacdo de aminoacidos livres,

contribui diretamente para o sabor do queijo e indiretamente para a formagédo de aromas,
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uma vez que os aminoacidos liberados sdo metabolizados pela microbiota do queijo
dando origem a diversos compostos volateis como diacetil, 2,3- butanodiol e acetoina
(SETTANI; MOSCHETTI 2010).

Os géneros Lactobacillus, Pediococcus e Leuconostoc compreendem varias
espéecies  (Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum,
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
fermentum, Pediococcus acidilactici e P. pentosaceus, Leuconostoc mesenteroide), com
capacidade de inibir a proliferacdo de bactérias indesejaveis em alimentos em virtude de
sua eficacia na producdo de vérias substancias antimicrobianas, que incluem acidos
organicos, diacetil, bactericidas, peréxido de hidrogénio, antibiéticos de baixa massa
molecular (reuterina e reutericiclina) e entre outros, (GALVEZ et al., 2008; SETTANNI
etal., 2011; KUMARI et al., 2012; DIGAITIENE et al., 2012; REIS et al., 2012; YANG
etal., 2012; RATHER et al., 2014).

A biopreservacao constitui uma poderosa ferramenta para se estender o shelf-life
e aumentar a seguranca de alimentos por meio da aplicacdo de microrganismos
naturalmente presentes nos mesmos, sem a necessidade da utilizacdo de aditivos
artificiais na producdo do queijo (REIS et al. 2012). Seguindo essa mesma linha de
raciocinio, Settani et al. (2011) descreveram que o efeito da adicdo de NSLAB sobre a
vida de prateleira do queijo fresco. Neste estudo, constataram que a adicdo em conjunto
de L. paracasei NdP78 e Streptococcus macedonicus NdP1 como adjuntos foi capaz de
estender a vida de prateleira do produto, da mesma forma melhorar a qualidade
microbioldgica no que se refere as concentracGes de coliformes totais e termotolerantes,
Staphylococcus sp. e a atividade antilisteria, caracterizando também uma influéncia

positiva sobre as caracteristicas sensoriais do produto.

IMPACTO DAS NSLAB NA QUALIDADE DOS QUEIJOS

As bactérias (Non Starter Lactic Acid Bacteria - NSLAB) sdo comumente
encontradas no leite cru e também dentro da inddstria lactea, dentro das tubulacoes e dos
equipamentos de producdo por onde circula o leite pasteurizado, bem como em
equipamentos e utensilios utilizados na fabricacdo de queijos. Ha também possibilidade

de serem encontradas no ar ambiente da industria (MOURA, 2017).
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As NSLAB devem atender a varios critérios, elas tém que acidificar para atingir e
manter altas densidades celulares no leite para evitar defeitos no queijo, e afetar
negativamente a qualidade geral do queijo (CROW et al., 2001; CAGNO et al., 2011,
GOBBETTI et al., 2015).

Bokulich and Mills (2013) relataram a existéncia nas instalagdes de “casas” nos
equipamentos, uma microbiota especifica e sugeriu que essa microbiota tem papel
potencial na formacao de caracteristicas especificas do produto final.

O processo de pasteurizacdo convencional do leite utilizado na fabricacdo de
queijos consegue eliminar a totalidade das bactérias patdgenas. No entanto, de alguma
forma uma pequena parte destas bactérias que estavam presente no leite cru consegue
sobreviver e permanece no leite pasteurizado (HANSEN, 2017). O resfriamento do leite
que é uma pratica comum seja ele com temperatura de coagulacdo ou de estocagem,
contribui para que o leite pasteurizado e armazenado por longos periodos beneficie o
crescimento dessas bactérias na superficie destes equipamentos, com isso acaba
desfavorecendo o0s processos frequentes de limpeza, pois muitas vezes acabam
ultrapassando o tempo recomendado para realizacdo da limpeza CIP no circuito
(HANSEN, 2017).

Desta maneira a medida que o equipamento fica por muito tempo sem a realizacdo
da limpeza, amplia-se a possibilidade de um aumento na carga das bactérias NSLAB no
leite pasteurizado. Outro ponto que merece atencdo dentro na producdo € o tempo em
que o leite se mantém parado para a pré-maturacdo do queijo, seja pela caracteristica da
cultura ou mesmo por questdes operacionais da industria (HANSEN, 2017). Precisa-se
cuidado redobrado para evitar esta operacgdo tratando-se da fabricacdo de queijos, ja que
isso acaba contribuindo para o crescimento das bactérias NSLAB. Na maior parte dos
queijos a contagem das bactérias NSLAB nos primeiros dias de fabricacdo € baixa, ao
mesmo tempo em que a contagem das bactérias iniciadoras (starter) é alta. Conforme o
tempo em que 0 queijo permanece estocado, as bactérias iniciadoras do fermento
diminuem sua populacdo dando lugar ao crescimento das bactérias NSLAB, dindamica
estd fortemente influenciada pela quantidade residual de acUcares pos salga existente e
pela temperatura de estocagem do queijo (HANSEN, 2017). Para que se possa ter uma
ideia do grau de interferéncia da temperatura de estocagem dos queijos no crescimento
destas bacterias é possivel ter uma reducéo de até trés ordens logaritmicas a medida que
a temperatura cai de 08 para 03°C. (HANSEN, 2017).
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DEFEITOS EM QUEIJOS

Apesar de que exerca influéncia no processo maturacao de alguns queijos, estima-
se que em torno de 80% dos defeitos encontrados nos queijos estejam relacionados as
bactérias NSLAB, seja pelo evento da protedlise (descaracterizacdo da textura e off
flavours), e/ou pela producdo de gas e racemizacdo do L-Lactato em D-Lactato
dificultando assim a abertura de olhaduras em alguns tipos de queijos com bactérias
propidnicas ou mesmo na formacao de cristais de lactato na superficie dos queijos (pd
branco) (HANSEN, 2017).

As NSLAB sdo consideradas um grupo de bactérias bastante grande que pode
variar de uma regido para outra, ocorrendo em muitos casos resisténcia a pasteurizacéo.
As NSLAB influenciam principalmente na maturagédo de queijos alterando sua textura e
flavor. Novamente é importante destacar a importancia da baixa CBT no leite, que de
forma direta, esta associada a menor presenca de NSLAB (SACCO, 2013).

A producéo de gas pelos lactobacilos heterofermentativos, que no caso de alguns
tipos de queijos sdo desejaveis, em outros sdo classificados como defeitos que podem ser
de textura e sabor. Inicialmente essas bactérias podem ser encontradas em pequenas
quantidades no leite, e podem atingir mais de 10’ UFC.g-! dentro de 4 a 6 semanas,
podendo produzir quantidades excessivas de CO2, contribuindo para o inicio da formacéo
olhaduras ou rachaduras dependendo do tipo de consisténcia do queijo e de sabor nédo
caracteristico do queijo (FURTADO, 2017).

Alguns tipos de acidificacdo sdo confundidos com a de um cultivo mais lento, no
entanto, trata-se de uma fermentacao realizada pelas bactérias NSLAB. E comum nestes
casos ocorrer a diminuicdo da dose do fermento utilizado a medida que o pasteurizador
fica sem a realizacdo da limpeza CIP, ou a limpeza ocorre em um longo espaco de tempo
0 que torna a fermentagdo quase que exclusiva pelas bactérias NSLAB (HANSEN, 2017).
Esta operacdo acarreta em consequéncias muito graves para a producdo dos queijos,
porgue leva ao aparecimento de alteragdes como, sabores indefinidos aos queijos (muitas
vezes amargo), amolecimento (queijo mucarela) e off flavours e abertura de massa
(Queijo Prato) devido a intensa protedlise e em alguns casos ocorre a abertura da massa
devido a producéo de gas (HANSEN, 2017).
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ESTUDOS DO IMPACTO DA NSLAB NA INDUSTRIA LACTEA

Em estudo publicado por Basar, (2019), foram coletadas 144 amostras de trés
laticinios durante o periodo de maturacao do queijo Ezine, na regido de Canakkale, regido
montanhosa de Ida, na Turquia. A composicdo fisico-quimica e as analises de
identificacdo do NSLAB foram realizadas usando métodos convencionais e moleculares.
Os resultados indicam que o NSLAB contribui para a estabilidade microbiolégica do
queijo Ezine ao longo de 12 meses de maturacdo. O isolamento do NSLAB com atividade
antimicrobiana, potenciais produtores de bacteriocina, produziu cole¢des definidas de
isolados naturais de NSLAB do queijo Ezine. O estudo também relatou que apos o
processo de pasteurizacdo, algumas cepas NSLAB resistentes ao calor permanecem,
recuperando e proliferando durante o periodo de maturacdo. Além disso, a capacidade de
algumas LAB mesofilico de formar biofilmes serve como fonte para as NSLAB através
da contaminagdo pos-pasteurizacdo (BASAR, 2019).

Em matéria publicada por Moura, (2017) mais da metade dos problemas de
queijos estao relacionados as NSLAB. Problemas causados por protedlise (amolecimento,
sabor e odor estranho); producdo de gas e rancemizagdo do lactato, causando problema
em queijos como olhaduras, bem como aparecimento de manchas como pé um branco na
casca dos queijos, devido a formacdo de cristais de lactato na superficie dos mesmos
(MOURA, 2017).

Figura 1: Queijo com produgdo de gas e rancemizacao do lactato

b\h—_—___

Fonte: (MOURA, 2017)
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Corroborando da mesma descricao, a revista Laticinios publicou em seu caderno
Técnico que mesmo exercendo uma enorme influéncia na fase de maturacdo de alguns
tipos de queijos, estima-se que 80% dos defeitos encontrados nos queijos possam estar
relacionados as bactérias NSLAB, esses defeitos podem ser por protedlise
(descaracterizacdo de textura e off flavours), pela produgdo de gés e racemizacdo do L-
Lactato em D-Lactato (HANSEN, 2017).

Figura 2: Queijos com defeito de amolecimento e com off flavours

Queijo Mussarela Queijo Prato com off flavours
com amolecimento e abertura de massa

Fonte: (HANSEN, 2017).

Segundo a EPAMIG ILCT, que desenvolve estudos e pesquisas com queijos artesanais
de leite cru, relata que algumas bactérias laticas selvagens presentes no leite cru,
chamadas bactérias laticas ndo adicionadas (NSLAB), também podem produzir gases e
consequentemente olhadura, que ndo necessariamente seria considerada estufamento, ou
seja, 0 queijo possui algumas olhaduras, mas seu sabor e odor sdo agradavel, diferente do
queijo estufado (EPAMIG, 2019).
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CONCLUSAO

As Non-Starter Latic Acid Bacteria (NSLAB), fazem parte da flora de bactérias
secundaria que se desenvolve espontaneamente nos queijos e alimentos fermentados
durante a maturag&o.

O presente trabalho reintera que os cuidados com as BPF podem evitar esses
defeitos, tais como: Cumprimento da IN 76, que trata das caracteristicas e da qualidade
do produto na industria e da IN 77, que define critérios para obtencao de leite de qualidade
e seguro ao consumidor. Monitoramento por meio de analises microbiologicas de todos
os processos de limpeza CIP, tanques de transporte rodoviario, tanques de estocagem e
analise microbioldgica de todos os utensilios utilizados na fabricacdo do queijo.
Monitorar as contagens de CBT no leite cru bem como a contagem de NSLAB no leite
pasteurizado. Evitar cultivos com fase Lag extensa ou periodos largos de pré-maturacao
do leite. Adotar temperatura de estocagem dos queijos 0 mais proximo de 4 °C e nos casos
de queijos maturados, evitar temperaturas muito altas de maturacédo. Utilizar combinagéo
de cultivos que minimize a quantidade de acUcares residuais pds salga. Diminuir a
dependéncia da fermentacdo das NSLAB respeitando a dose correta do fermento. Sob
aspectos futuros é importante a realizacdo de novas pesquisas buscando aprofundar os
conhecimentos a respeito da acdo das NSLAB como agentes envolvidos na maturagédo
dos queijos para preencher lacunas ainda existentes.
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