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RESUMO

O Camembert € considerado um dos principais queijos finos. Apresenta como
principal caracteristica a superficie recoberta por um micélio branco do fungo
Penicillium candidum, que proporciona caracteristicas sensoriais peculiares muito
apreciadas. No Brasil pouco foi estudado sobre este queijo, desta forma com o
propésito de gerar conhecimento técnico cientifico sobre fatores que podem
influenciar o padrédo de qualidade de queijos tipo Camembert, esta dissertacdo foi
dividida em duas partes. Na primeira (Capitulo 1l) o objetivo foi avaliar a aplicacédo
de diferentes culturas primarias, e diferentes concentracfes de sal no processo de
salga. Na segunda (Capitulo Ill) o objetivo foi desenvolver e avaliar um protocolo de
obtencdo de biomassa fresca de Penicillium candidum para utilizagdo como cultura
secundéria. As culturas primarias utilizadas foram mesofilica homofermentativa,
mesofilica heterofermentativa e termofilica. As concentracdes das salmouras foram
de 15, 20, 25 e 29° Brix. A biomassa de P. candidum obtida em meio sintético foi
recuperada, microfragmentada e aspergida sobre 0s queijos, com contagem de
2.10° de esporos/queijo. Foram realizadas anélises de composicéo fisico-quimica,
indice de maturacéo, analise colorimétrica e perfil de textura nas amostras durante a
maturacdo. O crescimento do micélio foi estabelecido pelo indice de brancura (WI) o
gual se mostrou eficiente para este propdsito, sendo rapido e de baixo custo.
Embora os paréametros do perfil de textura tenham sido semelhantes durante a
maturacdo com diferentes culturas primarias, a resiliéncia apresentou menor valor
para os queijos processados com cultura termofilica, e foi o Unico parametro que
apresentou diferenca significativa entre as culturas. Outro fator positivo para os
qgueijos com esta cultura, foi o desenvolvimento superficial do micélio do mofo
branco com ganho de um dia, em comparacdo as mesofilicas. As amostras com
diferentes concentragdes de sal, apresentaram diferenca significativa (p< 0,05) entre
os teores de umidade, proteina, extrato seco, cinzas, cloreto de sodio e sédio, e ndo
interferiram no crescimento do fungo P. candidum. A composicéo fisico-quimica dos
gueijos maturados com biomassa foi semelhante aos queijos maturados com
esporos, porém a protedlise dos queijos maturados com biomassa foi mais intensa,
apresentando ao final de 15 dias de maturacéao, teor de aminoéacidos livres de 14% a
mais, comparado com amostras contendo apenas esporos. Entre as amostras com
as aplicacdes dos indculos, os teores de tirosina e gordura, assim como o0 parametro
coesividade do perfil de textura, apresentaram diferenca significativa. O micélio
recobriu o queijo com um dia de antecedéncia quando comparado apenas com 0
indculo de esporos e apresentou maior altura. Este trabalho demonstra formas de
monitorar e acelerar o fechamento do micélio em até dois dias, utilizando analise
colorimétrica, cultura termofilica e biomassa microfragmentada. Estes resultados
podem ser prontamente utilizados por empresas a fim de estabelecer padroes de
gualidade para queijos tipo Camembert.

Palavras-Chave: Penicillium candidum; processamento; andlise colorimétrica;
cultura termofilica.



ABSTRACT

The Camembert is considered one of the finest cheeses. Presents as main
characteristic the surface covered with a white mycelium of the fungus Penicillium
candidum, which provides peculiar sensory characteristics greatly appreciated. In
Brazil, little has been studied about this cheese, in this way, in order to generate
scientific technical knowledge about factors that may influence the standard of quality
cheeses such as Camembert, this work was divided into two parts. In the first
(Chapter 1), the objective was to evaluate the application of different primary
cultures, and different concentrations of salt in the curing process. In the second
(Chapter Ill), the objective was to develop and evaluate a protocol for obtaining fresh
biomass of Penicillium candidum for use as a catch crop. Were used as primary
cultures mesophilic homofermentative, heterofermentative mesophilic and
thermophilic. The concentration of the brine used was 15, 20, 25 and 29° Brix. The
biomass of P. candidum obtained in synthetic medium was recovered, and micro
fragmented sprayed onto cheeses, with score of 2.10° spores / cheese. Of physical
and chemical composition analyzes were performed, maturation index, colorimetric
analysis and texture profile in the samples during maturation. The mycelia growth
was established by the whiteness index (WI), which proved effective for this purpose,
it is fast and inexpensive. Although the texture profile parameters were similar during
maturation with different primary cultures, resilience showed lower value for
processed cheeses with thermophilic culture, and was the only parameter that
showed significant differences between cultures. Another positive factor for cheeses
with this culture was superficial development of white mold mycelium with one-day
gain, compared to mesophilic. Samples with different salt concentrations, showed
significant differences (p <0.05) between the moisture, protein, dry matter, ash,
sodium and sodium chloride, and did not affect the growth of the fungus P.
candidum. The physical and chemical composition of cheeses matured with biomass
was similar to cheeses matured with spores, but proteolysis of cheeses matured with
biomass was more intense, with the end of 15 days of aging, free amino acid content
of 14% more, compared with samples containing only spores. Among the samples
with the application of the inoculums, the tyrosine levels and fat, as well as the
cohesiveness of the texture profile parameter showed significant difference. The
mycelium overlaid cheese with a day in advance when compared only with the
inoculums of spores and showed greater height. This work demonstrates ways to
monitor and speed up the mycelium closing within two days, using colorimetric
analysis, thermophilic culture and micro fragmented biomass. These results can be
readily used by companies to establish quality standards for cheese like Camembert.

Keywords: Penicillium candidum; processing; colorimetric analysis; thermophilic
culture.
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1.1INTRODUCAO

Entre os vérios tipos de queijos produzidos no mundo, os finos vém ganhando
destaque na producdo. Entre estes, o Camembert, de origem Francesa, possui
um sabor caracteristico e textura macia, desenvolvidos durante o processo de
maturacdo. A maior parte das biotransformacfes decorrentes do periodo de
maturacdo ocorrem devido a presenca do fungo do género Penicillium,
especificamente das espécies P. camembertii e P. candidum, que desenvolve um
micélio branco aveludado em toda superficie do queijo.

O tipo de cultura primaria, concentracdo e tempo de permanéncia na salmoura
podem modificar a composi¢éo do queijo e influenciar no crescimento da cultura
secundaria. O in6culo do mofo branco na superficie de queijos tipo Camembert,
ocorre através da aspersao de uma solucéo de esporos liofilizados. No Brasil, a
velocidade de crescimento do fungo na superficie é importante para indicar o fim
do processo de maturacdo. Entretanto, isto é feito de forma empirica, pois nédo
existe um método rapido de avaliagdo do fechamento do micélio na superficie de
gueijos tipo Camembert.

Este queijo existe no Brasil desde a colonizacdo por imigrantes europeus,
porém apenas nos ultimos anos o Camembert caiu no gosto dos brasileiros,
devido a uma mudanga no cenario econdbmico que levou a classe média a um
maior poder aquisitivo. Entretanto, pouco foi pesquisado no pais sobre este
queijo, existindo uma caréncia de informacdes técnico cientificas, que favorecam
o estabelecimento de padrbes de qualidade. Desta forma, este trabalho objetiva
avaliar as culturas primarias, a concentracdo da salga e a aplicacao de micélio
microfragmentado na composi¢do quimica e no fechamento do micélio superficial

em queijos tipo Camembert.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral
- Avaliar a cultura priméria, concentragcdo de sal e inéculo de biomassa fresca no

processamento e ha maturacdo do queijo tipo Camembert.

1.2.2. Objetivos Especificos
- Desenvolver um método colorimétrico para monitorar o crescimento do micélio

em queijos tipo Camembert recobertos por mofo branco (Penicillium candidum);

- Avaliar a aplicabilidade de diferentes culturas primarias na composicéo quimica,
nas caracteristicas instrumentais e no tempo de fechamento do micélio superficial

em queijos tipo Camembert;

- Avaliar a influéncia de diferentes concentracfes de salmoura na composicdo
quimica, parametros instrumentais e no tempo de fechamento do micélio

superficial em queijos tipo Camembert;

- Desenvolver um protocolo de producdo e recuperacdo de micélio do fungo

Penicillium candidum:;

- Avaliar o in6culo de micélio microfragmentado em compara¢cdo com esporos
comerciais no tempo de recobrimento do fungo, na composicdo quimica e

parametros instrumentais de queijos tipo Camembert.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 O queijo Camembert

Os primeiros alimentos biotecnolégicos originaram-se no antigo Oriente
Médio, onde ocorreu a passagem da tradicdo “némade” para “sedentaria”
(agricultura), com a fabricacédo de alimentos como pées, iogurte, vinho, cerveja e
gueijo. Nesse contexto a descoberta do queijo ocorreu de forma casual,
originando-se a partir do armazenamento do leite em peles, estbmagos e bexigas
de animais. Uma acéo conjunta das enzimas coagulantes presentes no estbmago
de bezerros, das bactérias laticas e das enzimas presentes no leite, da
temperatura e agitacdo acabou resultando nos primeiros queijos frescos da
historia (CASTANEDA et al., 2010).

O queijo pode ser considerado uma forma de conservagdo dos principais
nutrientes do leite e um dos alimentos mais nutritivos ao homem, consistindo em
um concentrado lacteo de proteinas, lipidios, carboidratos, sais minerais, calcio,
fésforo e vitaminas. Sua classificacdo baseia-se nas caracteristicas do leite
utilizado, do tipo de coagulagéo, consisténcia da pasta, teor de gordura, tipo de
casca e tempo de cura (PERRY, 2004).

No século XIX, a producdo de queijo alcancou o nivel industrial, seguindo
alguns fatores que colaboraram com sua evolucdo, como a busca por
conhecimento e pela inovacdo. Na Ameérica do Sul a chegada de imigrantes
europeus gerou algumas mudancas na cultura, inclusive na gastronomia. Em
diferentes paises, e em diferentes periodos, foi possivel identificar essa
transferéncia de estilo de vida e técnicas usadas na Europa, tanto para o
abastecimento do leite, quanto na elaboracdo de queijos (CASTANEDA et al.,
2010).

Desta forma, a variedade de queijos produzidos e as técnicas aplicadas ao
desenvolvimento proporcionou o surgimento de uma ampla variedade de produtos
(BEHMER, 1999; PERRY, 2004; NETO, 2012).

No Brasil, a producdo de queijos foi introduzida por colonizadores
portugueses, com caracteristicas artesanais, a partir de formulacdes portuguesas

como a Serra da Estrela, que originou o queijo Minas. Na regido Sul do pais, os
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imigrantes colonizadores introduziram suas tradicbes leiteiras e foram
responsaveis pelas primeiras fabricacdes de queijos (CASTANEDA et al., 2010).

Existe uma grande variedade de queijos que podem ser produzidos. Entre
eles, os gueijos finos vém sendo procurados cada vez mais, embora apresentem
uma pequena escala de produgéo, visando responder eminentemente a uma
estratégia comercial de manutencdo de pre¢os, uma vez que possuem custos
mais elevados, exigindo uma capacidade tecnolégica maior (CHALITA et al.,
2009). Dentre as variedades, sdo designados termos técnicos como semiduro,
semicozido, prensado cru, curado ou coalhada leve, que servem como
identificacdo de queijos, atribuidos pelos paises os quais sdo produzidos
(HARBUTT, 2010).

O trabalho realizado por Harbutt (2010) classifica os queijos como fresco,
fresco curado, branco mole, semimole, duro, azul e condimentado, baseado no
tipo de casca e textura. No Brasil, a producéo e classificacdo de queijos sao
regulamentadas pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Queijos, Portaria n° 146 de 07 de marco de 1996 do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento, que classifica-os quanto ao tipo de coagulacdo, tratamento
térmico, contetdo de umidade, gordura e maturacdo (BRASIL, 1996).

N&do existe uma legislacéo Brasileira especifica pra queijos tipo Camembert.
Dentro da classificacdo de Harbutt (2010), os queijos brancos com textura mole
apresentam geralmente uma crosta branca, textura ligeiramente granulosa a
fluida com aroma e sabor de cogumelo. Podem ser exemplificados os queijos
Sharpham, Brillat- Savarin, Capricorn Goat, Briqgue Du Forez, porém 0s mais
conhecidos e inspirados a variagbes sdo o Camembert da Normandia e Brie de
Meaux (HARBUTT, 2010). O Camembert originou-se na regido norte da Franca,
mais precisamente na Normandia. Sua historia se inicia em 1791, quando Marie
Harel abrigou em sua casa na Vila Camembert durante a revolugdo Francesa, um
padre fugitivo da regido de Brie, que em agradecimento transferiu seu
conhecimento sobre queijos (REIS, 2012).

Camembert tornou-se um nome comum para definir um tipo de queijo que é
produzido em varios paises. Os produtores da regido de Camembert (Normandia,
Franca), ndo foram capazes de reservar o direito exclusivo da utilizacdo do nome

com protecdo concedida apenas para “Camembert de Normandia” (SANTILLI,
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7

2012). Durante o processamento, a utilizacdo do leite cru é responsavel pela
aparéncia, textura e sabor, assim como a microbiota bacteriana que difere
guantitativamente e qualitativamente comparado com o processamento com leite
pasteurizado (RICHARD e ZADI, 1983). Segundo Decreto n°® 984, de 18 de
setembro de 2008, o queijo Camembert de Normandia deve apresentar um
didmetro de 10,5 a 11,0 cm do cilindro, processado exclusivamente a partir de
leite de vaca e coalho. Deve conter no minimo 45 gramas de gordura por 100 g de
gueijo depois de completa a secagem, e pesar no minimo 250g (FRANCE, 2008).

Schmidt e Baroiller (1990), j& relatava que os primeiros trabalhos sobre o
queijo Camembert foram vistos a partir de 1939 identificando a presenca de
leveduras na superficie, principalmente do género Geotrichum, mais tarde
identificada como essencial na producéo de alguns aromas tipicos deste queijo.

Embora a Europa apresente uma cultura e habito de consumo de queijos
finos consolidado, o Brasil, um mercado novo para estes produtos, vem
aumentando significativamente a oferta destes queijos. Segundo Tolentino (2013)
esta modificacdo se observa desde 2007, onde o baixo consumo até entdo, pode
ser explicado pela falta de héabito, e falta de profissionais que conhecam a
tecnologia de processamento de queijos maturados.

1.3.2 Qualidade do leite

A qualidade do leite € um requisito muito importante na producéo de queijos,
pois suas caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas garantem um maior
rendimento e qualidade ao produto final.

Todo leite origina-se da corrente sanguinea e 0s nutrientes sao extraidos por
aproximadamente 5 trilhGes de células secretoras. A secre¢cdo do leite é um
processo involuntario, administrado por a¢des hormonais e neurais (PEREIRA,
2000).

A composicédo do leite é influenciada pela raca do animal, a qual pode ser
submetido a melhoramento genético, bem como, pela nutricdo, sanidade e
manejo. O leite deve possuir caracteristicas como ser livre de micro-organismos

patogénicos, sedimentos e matérias estranhas. Deve apresentar baixa contagem
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de células sométicas, gosto levemente adocicado e um “flavor” levemente
aromatico, e estar de acordo com os padrdes legais (CHAPAVAL e PIEKARSKI,
2000).

Com o proposito de garantir a qualidade do leite desde a propriedade rural
até o produto final, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
editou a Instrugdo Normativa n° 62 (IN62), de 29 de dezembro de 2011. A IN62
estabelece normas de producdo e qualidade do leite, onde especifica a
composicdo e os limites dos requisitos fisicos, quimicos e microbioldgicos,

conforme Quadro 1.1.

Iltem de Composicao Requisito

Gordura (g/100g) min. 3,0

Acidez, em g de acido latico/100 mL |0,14 a 0,18

Densidade relativa, 15/(15°C), g/mL 1,028 a 1,034

-0,530°H a -0,550°H

Indice crioscopico (equivalentes a -0,512 °C e a -0,531 °C)

Solidos ndo-gordurosos (g/100g) min. 8,4

Proteina total (g/100g) min. 2,9

Estabilidade ao Alizarol 72% (v/v) Estével

Contagem padrédo em placas (ufc/mL) | Max.1x10*

, - A partir de A partir de .
Contagem de celulas somaticas 01/01/2012 até | 01/07/2014 ate | A\ Partirde
(CCS/mL) 30/06/2014 30/06/2016 | 01/07/2016
4,8 x 10° 4,0 x 10° 3,6 x 10°

Quadro 1.1. Requisitos fisicos, quimicos e microbiologicos do leite, segundo IN62.
Fonte: BRASIL (2011).

Do ponto de vista fisico-quimico, o leite é uma mistura homogénea de
diversas substancias como glicerideos, proteinas, lactose, enzimas, sais e
vitaminas, das quais algumas estdo em emulsdo (gordura e as substancias
associadas), algumas em suspensdo (as caseinas ligadas a sais minerais) e
outras em dissolugdo como a lactose, vitaminas hidrossollveis, proteinas do
soro e sais (ORDONEZ et al., 2005).

As proteinas do leite sdo constituidas por duas fracdes, a proteina do soro e
caseina, sendo que esta Ultima representa 80% das proteinas totais. As caseinas
do leite podem ser divididas em 5 tipos, caseinas as; as2 B, Y e K. Todas elas séo
sintetizadas na glandula mamaria, com exce¢ao da caseina Y que se origina na
protedlise pos translacional da caseina 3 (VERNAM e SUTHERLAND,1995).
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Outra fracdo presente na proteina do leite sdo as chamadas proteinas do
soro, que compreendem dois tipos de proteinas nativas (B- lactoglobulina, a-
lactoalbumina), e pequenas quantidades de proteinas de origem sanguinea como
a seroalbumina e imunoglobulinas (VERNAM e SUTHERLAND,1995).

A gordura é excretada no leite bovino em forma de pequenas goticulas, que
medem entre 1,0 a 18,0 um de diametro. Sua densidade é menor que a da
proteina do soro, desta forma tende a separar, formando na superficie uma capa
rica em gordura. Esse fenbmeno € chamado de desnate espontanea. No leite
bovino, os triglicerideos séo a fragdo majoritaria dos lipideos, correspondendo a
97-98%. A pequena quantidade restante estd constituida por mono e di-
glicerideos, fosfolipidios, acidos graxos livres, colesterol e alguns ésteres. Os
aspectos quimicos mais importantes da gordura latica, estéo relacionados com os
tipos de reacdes de hidrolise e oxidacdo. A hidrélise esta relacionada com a
liberacdo de &cidos graxos e requer a intervencdo de uma lipase. A oxidagao é
um problema menos grave que a hidrdlise, porém, a oxidacdo reduz a vida de
prateleira e pode ser catalisada em presenca de luz, ou em contato com alguns
metais, como o cobre, que esta presente no leite na forma de contaminante
(EARLY, 2000).

A lactose é o Unico acucar livre que se encontra em quantidade consideravel
no leite. Sua principal origem esta na glicose do sangue, onde o tecido mamario
isomeriza-a em galactose e liga-a a um residuo de glicose para formar uma
molécula de lactose. Este dissacarideo pode ser um fator limitante da producao
de leite, visto que o volume de leite produzido na mama esta diretamente
correlacionado com a sintese da lactose. Este acucar consiste em um bom
substrato para as bactérias, que a transformam em &cido latico (ORDONEZ et al.,
2005).

Os minerais estao presentes no leite, e sdo classificados em macrominerais,
sendo pertencentes deste grupo o sédio, potassio, cloreto, calcio, magnésio e
fosforo, e alguns tracos de elementos como ferro, cobre, zinco, manganés,
selénio, iodo, cromo, cobalto, molibdénio, flior, arsénio, niquel, silicio e boro
(VAHCIC et al., 2010).

As enzimas encontradas no leite, de forma geral, procedem das células do

tecido mamario, plasma sanguineo e outras dos leucdcitos do sangue. Por serem
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catalisadores bioquimicos, seu estudo torna-se importante, jA que promovem a
hidrélise dos componentes do leite. A sensibilidade ao calor de algumas delas é
utilizada para controlar tratamentos térmicos. A origem destas enzimas serve
como indice de contaminac&do microbiana e sua atividade bactericida pode inibir o
crescimento microbiano (ORDONEZ et al., 2005).

Como ndo h& possibilidade de obter um leite livre de micro-organismos
deve-se evitar a0 maximo o crescimento microbiano, e isto pode ser obtido
através de medidas basicas de higiene, incluindo todas as etapas para obtencao
da matéria-prima na propriedade rural (BRITO e LANGE, 2005). A
profissionalizacdo dos produtores possibilita melhor controle sanitério,
monitoramento da alimentacdo animal e selecdes genéticas, aumentando a
qualidade e producéo do leite. O uso de medidas profilaticas para o controle de
doencas do rebanho, fazem parte da gestdo utilizada como ferramenta para
garantir a qualidade dos produtos de origem animal, porém para algumas
patologias o uso de antibi6ticos € indispensavel (TREVISI et al., 2014).

A identificacdo de antibidticos (residuos) em leite pode ser realizada com
ensaios microbianos, porém sao pouco precisos e podem gerar em alguns
casos, falso-positivo ou falso-negativo. Para isso, técnicas quantitativas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sdo aplicadas, as quais exigem

maiores recursos financeiros e profissionais capacitados (CHUNG et al., 2009).

1.3.3 Microbiologia de queijos tipo Camembert

Diferente dos micro-organismos patogénicos e deteriorantes, certos micro-
organismos presentes em alguns alimentos causam alteracdes benéficas,
modificando caracteristicas originais de determinados produtos (FRANCO e
LANDGRAF, 2008).

A aplicacdo de culturas primarias, especialmente as bactérias laticas, possui
como principal funcdo a conversdo da lactose em &cido latico, iniciando as
alteracbes  bioquimicas no queijo. Podem ser homofermentativas

(majoritariamente &acido latico) ou heterofermentativas, com formacdo de géas
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carbdnico ou diéxido de carbono (CO,) e compostos aromaticos, sendo capazes
de metabolizar o citrato (PARENTE e COGAN, 2004).

De forma geral, as bactérias laticas dividem-se em mesofilicas e termofilicas,
possuindo temperaturas oOtimas de 30-33°C e 40-45°C, respectivamente. As
principais espécies do grupo dos mesofilicos sdo Lactococcus lactis, Leuconostoc
sp., e dos termofilicos os Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus e Lb. helveticus (PARENTE e
COGAN, 2004).

As bactérias mesofilicas apresentam caracteristicas tecnolégicas em algumas
fermentacdes laticas. Certas cepas sdo capazes de metabolizar o citrato presente
no leite, produzindo diacetil, um dos compostos responsavel pelo aroma, gerando
diéxido de carbono. As bactérias laticas termofilicas, sdo mais acidificantes que
as mesofilicas, capazes de metabolizar a galactose. Este aclUcar pode ser
utilizado como fonte de energia por algumas bactérias laticas produzindo aroma
desagradavel, assim como, podem ser utilizadas propositalmente, pois a
galactose presente na reacdo de Maillard ajudard na coloracdo em queijos
utilizados em pizzas (EARLY, 2000).

As culturas secundarias se desenvolvem na superficie, e algumas vezes no
interior da massa em queijos maturados. A presenca desses micro-organismos
possui uma relacdo na producdo de enzimas, desenvolvimento de textura e
sabor, como em queijos maturados por Penicillium camemberti, Penicillium
candidum, Geotrichum candidum e Penicillium roqueforti (EARLY, 2000).

Para o queijo Camembert, o desenvolvimento do mofo branco na superficie
promove uma aparéncia caracteristica com atividades bioquimicas que produzem
aroma e sabor (LECLERT- PERLAT et al., 2003). Dentro do género Penicillium,
encontram-se duas espécies cujas colbnias sdo brancas, sendo elas o P.
candidum e o P. camemberti (CERNING et al., 1987). No entanto, outras cepas
podem ser inoculadas formando um ecossistema complexo, como o Geotrichum
candidum, Kluyveromyces lactis e Debaryomyces hansenii (LESSARD et al.,
2012).

O controle no crescimento fungico é essencial para monitorar a producéo de
aromas pela biomassa, da mesma forma que seu desenvolvimento é capaz de

evitar contaminacdo. Para definir quantitativamente alteracées microbioldgicas e
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bioguimicas durante a maturagéo, cada componente da microbiota do queijo deve
ser quantificado (Le DREAN et al.,, 2010). Para isso, estdo sendo utilizadas
técnicas moleculares de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativo em
tempo real (LESSARD et al., 2012; LECLERT-PERLAT et al., 2013).

O método tradicional utilizado para quantificar os micro-organismos € unidade
formadora de colbnias (UFC). No entanto, os filamentos das hifas ndo podem ser
enumerados por essa técnica, pois podem refletir os nUmeros de esporos em vez
de micélio (TANIWALI et al., 2006).

Para a classificacdo dos fungos utilizam-se técnicas microscopicas, que
permitem observar claramente suas estruturas. A composi¢cdo da amostra é
verificada preparando-se varias laminas, as quais devem ser observadas através
de todo campo, de forma que todas as estruturas caracteristicas sejam captadas
e avaliadas (BARBIERI et al., 2001).

1.3.4 Processamento do queijo tipo Camembert

Para produzir um queijo com qualidade, devem ser controladas todas as
etapas do processo. Esse controle inicia com o recebimento da matéria—prima,
gue deve ser de boa procedéncia, apresentando propriedades fisico-quimicas e
sensoriais adequadas (RIBEIRO, 2012). Em seguida, o leite recebe como
tratamento térmico a pasteurizacdo, que € realizada no intuito de destruir as
células vegetativas dos patdgenos e diminuir o nimero de micro-organismos que
possam causar a deterioracdo do leite. Dois métodos de pasteurizacdo sao
utilizados: a pasteurizacao rapida em temperatura alta (HTST- high temperature
short time), onde o leite é aquecido a 71,6°C, por 15 segundos; e pasteurizacao
lenta (LTLT- low temperature long time), no qual o leite € aquecido a 62,9°C por
30 minutos (BLACK, 2002).

Nesse momento ocorre a perda de bactérias laticas e aproximadamente 1/3
do calcio solavel. As bactérias laticas promovem a acidificagdo adequada para o
processamento, sendo necessario recompor essas bactérias adicionando
fermento latico, assim como, a reposicdo do célcio a partir do cloreto de célcio
50% é fundamental para o processo de coagulacdo da massa (LEITE et al,
2006).
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Desta forma, o leite devera ser resfriado a 34°C para adi¢do da cultura latica
primaria, cloreto de calcio 50% e o coalho. A adi¢cdo do cultivo iniciador ou cultura
primaria € importante, pois sua escolha cria condicbes que proporcionam
caracteristicas peculiares para cada queijo (BERESFORD et al.,, 2001). Com
destaque para queijos moles, é necessario optar por um cultivo iniciador que
resulte no acumulo de acido latico antes da formacao da coalhada. Desta forma, o
leite deve manter inoculado por um determinado tempo, em temperatura que
favoreca o crescimento do cultivo iniciador (ORDONEZ et al., 2005).

Quando o pH do leite atingir 6,6 € adicionado o coalho (HORNE e BANKS,
2004), que coagula o leite através da acao proteolitica de algumas proteinases. A
coalhada pode ser formada pela acidificacdo, ocasionada por acdo das bactérias
laticas, como também por acdo de enzimas provenientes do coalho, ou qualquer
outra enzima coagulante (ORDONEZ et al., 2005). Tradicionalmente, o coalho é
extraido de tecidos gastricos de bezerros ou filhotes de cordeiros cujo principio
ativo é a quimosina. Também é utilizado a pepsina bovina e proteases de fungos
Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusilluse Cryphonectra parasitica (FOX e
COGAN, 2004).

Com a adicdo do coalho, a a-caseina desestabiliza a micela rompendo os
aminoacidos fenilalanina 105 - metionina 106, provocando a liberacdo das as;: Osp:
B e K-caseina que se liga com os ions calcio. Por serem altamente fosfatados,
formam o paracaseinato de calcio, originando a coalhada (HORNE e BANKS,
2004). Apés a formacédo da coalhada é realizado o corte, que facilita a expulsédo
do soro. Em seguida, € deixada em repouso por aproximadamente 25 minutos.
Quando se deseja obter queijos moles, o recomendado é cortar a coalhada em
granulos maiores. O aquecimento da coalhada ap6s o corte, também colabora
para a expulsdo do soro, favorecendo a formacdo de ligacOes intermicelares
ocasionando a retracdo do coagulo (ORDONEZ et al., 2005). Desta forma, a
temperatura da massa € controlada até atingir 36°C. Durante esse controle agita-
se lentamente até a obtencédo do coagulo de tamanho de 2 cm?®.

Em seguida, a coalhada é enformada (formas de 14 cm de diametro e 10 cm
de altura), com utilizacdo de morim para auxiliar a retirada do soro. O periodo da
prensagem se estende por seis (6) horas, considerada fraca, com 1,0 a 1,5 kg,

realizando duas viragens na massa ap6s a primeira meia (0,5) hora de
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enformagem e a outra apés uma (1) hora. Neste periodo, ainda ocorre a
acidificacdo (FOX e MCSWEENWY, 2004). Terminadas as viragens, é retirado o
dessorador das pecas e estas sdo mantidas em camara de maturacdo para uma
primeira fermentacdo “overnight”, com temperatura de 12°C sem controle de
umidade relativa.

Apb6s o “overnight”, é realizado a salga do queijo em salmoura 21° Brix
submersos por sessenta minutos ou a seco, posteriormente retornando para a
camara de maturacdo (FOX e McCSWEENWY, 2004). O sal presente na salmoura
ajuda a remover a agua superficial, evita o desenvolvimento de micro-organismos
indesejaveis e contribui para o sabor do queijo (BLACK, 2002), da mesma forma
qgue contribui para a sinérese.

Na sequéncia, os queijos sdo inoculados com aspersdo de uma solucéo
contendo suspensao de esporos de Penicillium candidum, de forma que em cada
queijo contenha 2.10° de esporos. A maturacdo ocorre em temperatura de 10 a

12°C e umidade relativa de aproximadamente 95%, durante 2 a 3 semanas.

1.3.5 Condic¢des de maturacdo de queijos tipo Camembert

Na etapa de maturagdo ocorrem processos fisicos, bioquimicos e
microbioldgicos, atribuindo caracteristicas sensoriais de textura ao produto,
variando conforme as caracteristicas peculiares de cada queijo (PERRY, 2004).
As reacdes bioquimicas que ocorrem no queijo durante a maturacao se iniciam
com fenémenos hidroliticos, divididos em glicolise, protedlise, lipolise e para
determinadas variedades o catabolismo do citrato (MCSWEENEY e SOUSA,
2000; McCSWEENEY, 2004; ORDONEZ et al., 2005;).

Os queijos com microbiota na superficie passam por alteracfes fisicas e
quimicas durante a maturacado (ARTEAU et al., 2010). No caso do Camembert, o
mofo branco cresce rapidamente e recobre a superficie entre 10 a 12 dias.
Durante as ultimas fases da maturagcdo o valor do pH tende a aumentar,
bloqueando o desenvolvimento de micro-organismos néo desejaveis (VERNAM e
SUTHERLAND, 1995).

A temperatura pode acelerar ou inibir alguns efeitos durante a maturagcdo. Um

exemplo abordado por Picque et al. (2006) € o aumento de temperatura de 0 a
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15°C, que degrada a as1- caseina, assim como 0s niveis de nitrogénio sollivel em
compostos a pH 4,4 alterando a protedlise.

A industria sugere que a maturacdo de queijos ocorra em temperatura de
12°C, e a elevacdo de temperatura é considerada um método simples para
acelerar este processo. No entanto as normas de higiene devem ser observadas,
pois o aparecimento de micro-organismos contaminantes indesejaveis pode
causar perda da qualidade do queijo (PACHLOVA et al.,, 2012). Neste caso,
estabelecendo protocolos de boas praticas de fabricacdo, utlizando leite
pasteurizado e uma estrutura fisica de qualidade, € possivel forcar a maturacao
elevando a temperatura a 15°C (LAW et al., 2001). No entanto, Fox e McSweeney
(1996) afirmam que esta possibilidade de acelerar a maturagdo com o aumento
da temperatura, € uma técnica limitada, pois € improvavel que todas as reacfes

bioguimicas complexas ocorram igualmente.

1.3.6 Efeito da maturacdo em queijos tipo Camembert

Umidade

O queijo Camembert possui um teor de umidade relativamente alto, de
aproximadamente 50% (FOX et al., 2000). A guantidade de agua presente é
responsavel pela concentracdo de solidos soliveis. A dgua encontrada no queijo
pode aparecer de trés formas diferentes: podendo estar ligada a estruturas de
algum componente do coalho; retida por forcas de atracdo das particulas do
coalho e da gordura, e por fim, agua livre que contém substancias dissolvidas
(SCOTT, 1991).

pH

O pH apresenta efeito de funcionalidade nas propriedades de corte e textura
do queijo (WATKINSON et al., 2001).

No inicio da maturacdo o pH do queijo é préximo a 4,6-4,7 (LECLERCQ et al.,
2004), devido a producdo de acido latico pelas culturas iniciadoras (primarias)
(BERESFORD et al., 2001). Conforme os dias da maturagcdo vém avangando, 0
pH tende a aumentar devido o crescimento do P. camemberti sobre a superficie
(CALZADA et al., 2014; AMRAME et al., 1999), uma vez que este fungo consome
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o lactato como fonte energética (SPINNLER e GRIPON, 2004) podendo chegar a
pH 7,7 a 8,0 (LECLERCQ et al., 2004).

Textura

A textura é determinada principalmente pelos teores de umidade, gordura,
tipos de carboidratos estruturais e por proteinas. As alteracdes de textura sao
causadas pela perda de umidade, gordura, formacdo ou quebra de emulsdes e
géis, hidrélise de carboidratos poliméricos, coagulacdo ou hidrélise de proteinas
(FELLOWS, 2006).

As propriedades reologicas sdo afetadas durante a maturacéo influenciando o
rendimento, teor de umidade e pH (WATKINSON et al., 2007). As condi¢cdes do
meio influenciam a atividade enzimatica global, como o pH, atividade de agua,
concentracdo de sal e a temperatura de maturacdo (EARLY, 2000).

Para o desenvolvimento da textura, a atividade proteolitica é a primeira
conversdo das caseinas em tamanhos menores de peptideos, 0s quais sdo
hidrolisados em pesos moleculares menores. Desta forma, a caseina as;, se
rompe por agao do coalho, separando em fragao ag; -1; na sequéncia esta fracao
se hidrolisa em véarios peptideos (EARLY, 2000). Durante a maturacao, a hidrolise
da caseina afeta diretamente o desenvolvimento da textura desejada (FOX e
MCSWEENEY, 1996).

Reac¢des de Biotransformagéo

Durante a maturacdo, sdo importantes 0s processos de sintese que originam
substancias que contribuem para o sabor e aroma dos queijos. E inegavel que a
maturacdo comeca com os fendmenos hidroliticos: glicélise, protedlise e lipolise
(ORDONEZ et al., 2005). A glicolise ocorre em dois estagios, o primeiro refere-se
a glicose, a qual é fosforilada e clivada para gerar duas moléculas de triose
fosfato. Este processo consome dois ATPs, (Adenosina Trifosfato), que servirdo
de reservatorios temporarios de energia, como uma forma de investimento
energético (GLASER, 2010).

No segundo estagio, duas moléculas de triose fosfato sdo convertidas a

piruvato, com a concomitante geracdo de quatro ATPs. Desta forma, cada
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molécula de glicose é desdobrada em duas moléculas de piruvato com liberacao
de hidrogénio e energia, por meio de varias rea¢gfes quimicas. O hidrogénio
combina-se com moléculas transportadoras de hidrogénio (NAD), formando
NADH2 (GLASER, 2010). Apos a glicolise, em condi¢cdes de aerobiose a reducao
do piruvato é catalisada pela enzima lactato-desidrogenase, sendo convertido em
lactato (Figura 1.1) (LEHNINGER et al., 2000).

O, 9 NapH+H* Oy
ﬁ NAD" T
C=0 ~ A ~ HO—C—H
(I‘H3 actato CHs

Piruvato desidrogenase L-Lactato

AG™= —-25.1 kJ/mol

Figura 1.1: Sintese do L-lactato a partir de piruvato.
Fonte: Lehninger et al. (2000)

O lactato pode resultar em D-lactato ou L-lactato, dependendo do cultivo
iniciador. O isébmero D- pode ser representado por Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, e o0 isdbmero L- por Lactococcus, Streptococcus thermophilus
(McSWEENEY, 2004). Essas bactérias laticas transportam a lactose ao seu
interior por dois mecanismos: por transporte ativo com a ajuda de uma permease,
ou pelo sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferase (ORDONEZ et al., 2005).

O metabolismo da lactose em lactato € essencial durante a maturacao de
qgueijos (McSWEENEY e SOUSA, 2000; McSWEENEY, 2004). O lactato contribui
para a acidificacdo do leite e da coalhada, pois produz o &cido latico a partir de
cepas selecionadas de bactérias laticas (ORDONEZ et al., 2005). O
desenvolvimento da cultura secundaria, como exemplo o Penicillium camemberti
presente na superficie do queijo, expdem o lactato a uma oxidacdo a CO, e H,0,
provocando aumento do pH na superficie, que leva a um gradiente de pH da
superficie para o nacleo, assim como a migracdo do lactato para a superficie. O
pH elevado na superficie também justifica a precipitacao de fosfato de calcio, que
faz com que o calcio e fosfato migrem para a superficie do queijo (McCSWEENEY
e SOUSA, 2000; McSWEENEY, 2004). Quando o lactato é esgotado, o
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Penicilium camemberti metaboliza os aminoacidos liberando aménia (NH3) a
partir das caseinas (McCSWEENEY e SOUSA, 2000).

Durante a maturacdo no queijo Camembert, o Penicillium camemberti &€ capaz
de utilizar o acido latico e lactato como fonte de carbono, resultando em uma
neutralizacdo da pasta do queijo. Esta neutralizacdo ocasiona um impacto muito
importante sobre a textura, atividade enzimatica e distribuicdo mineral do queijo
(CERNING et al., 1987).

Entre as reacdes bioquimicas que ocorrem durante a maturagdo dos queijos,
a protedlise é considerada uma das mais importantes dependendo da variedade
(PIRAINO et al., 2007). E responsavel por contribuir na formacdo de textura e
desenvolvimento do sabor, com ressalto em queijos de massa mole, como o tipo
Camembert (BOUTROU et al., 2001). Isto se explica pela hidrélise da matriz
protéica do queijo (SOUSA et al., 2001), devido ao colapso da rede de proteinas
(UPADHYAY et al., 2004) como pela diminuicdo da atividade agua por alteracdes
na ligacdo a dgua em um grupo carboxilico e liberacdo de aminoacidos por
hidrolise das ligacdes peptidicas, facilitando a liberacdo de agua e composto
sapido durante a mastigacao (SOUSA et al., 2001). A formacdo do sabor e “off-
flavor”, sdo atribuidos a protedlise, pela producdo de pequenos peptideos e
aminoacidos livres, assim como, pela liberacdo de aminoacidos para mudancas
catabdlicas como transaminacgdo, desaminacao, descarboxilacdo, dessulfuracao,
reacdes de aminoacidos com outros compostos e aminoacidos aromaticos
(UPADHYAY et al., 2004).

A protedlise pode ocorrer em trés fases no processamento do queijo. A
primeira fase € antes do processamento, proveniente da acdo de proteinases
naturais do leite (COSTA et al., 2009), como a plasmina, catepsina D e proteases
de células somaticas (SOUSA et al., 2001).

A segunda fase ocorre durante a coagulacdo enzimatica por adicdo de
proteases com alta atividade em pH acido, como a quimiosina que age sobre a k-
caseina hidrolisando a ligacdo entre os aminoacidos fenilalanina e metionina
(COSTA et al., 2009). O tipo de coagulante utilizado € o que determina a origem
da enzima, podendo ser a quimosina, pepsina, proteases fuingicas ou vegetais
(UPADHYAY et al., 2004). E por fim, a ultima fase acontece durante a maturacéo,

envolvendo as enzimas naturais do leite, bactérias coagulantes, enzimas de
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bactérias laticas, enzimas de fermentos ndo laticos e enzimas de bactérias nédo
desejadas, as quais resistem a pasteurizacdo ou por contaminacdo durante o
processamento. Podendo também ser catalisadas por enzimas presentes nas
culturas iniciadores, culturas secundarias, proteases exdgenas ou peptidases
(COSTA et al.,, 2009; SOUSA et al., 2001). As culturas iniciadoras sao as
principais fontes de peptidases em queijos, responsaveis pela hidrélise de
peptideos curtos e a liberacdo de aminoacidos (UPADHYAY et al., 2004).

As caseinas e gordura do leite sdo separadas entre o coagulo e soro,
formados durante a producdo do queijo. A separacdo da caseina do leite esta
organizada em micelas que se mantém em suspensao coloidal. A caseina é uma
mistura de fosfo-proteinas semelhantes a a 1. 0s: B e K-caseina. As micelas
contém em sua fracdo interna as caseinas fosfatadas, que precipitam na
presenca de calcio e, em sua parte externa a K-caseina, que é estavel ao célcio e
protetora do estado coloidal das outras fragdes (KOBLITZ, 2010).

Em decorréncia da protedlise ndo especifica em niveis elevados, podem
ocorrer alteracbes nas propriedades reoldgicas, sensoriais, como também a
diminuicao do rendimento do queijo, reflexo da perda de substancias nitrogenadas
e gordura para o soro (VASCONCELOS et al., 2004).

A andlise da extensédo da protedlise e agentes proteoliticos pode ser realizada
pela determinacéo de nitrogénio soluvel por Kjeldahl (AOAC, 1995; MALLATOU et
al.,, 2004), porém ndo se caracteriza a evolucdo de peptideos durante a
maturacdo, para isso, ha técnicas de eletroforese e cromatograficas (MALLATOU
et al., 2004; BONTINIS et al., 2012; HAYALOGLU et al., 2013) espectrometria de
massa (PERES et al., 2002; PIRAINO et al., 2007) e espectrometria de infra
vermelho (MARTIN-del- CAMPO et al., 2007).

A presenca de enzimas lipoliticas (esterases ou lipases) durante a lipélise se
diferenciam pelo comprimento da cadeia de éster de acidos graxos hidrolisados,
natureza fisico-quimica do substrato e cinética enzimatica (COLLINS et al., 2003).
A lipdlise resulta da acéo de lipases que catalisam a hidrélise de 6leos e gorduras,
liberando acidos graxos livres, dialcilglicerdis, monoacilglicerdis e glicerol.

A lipase pode estar presente no queijo por meio do leite, coalho, culturas
iniciadoras e culturas secundarias (McSWEENEY e SOUSA, 2000). Na maturacdo

de queijos Camembert, sdo produzidas lipases extracelulares que liberam acidos
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graxos, obtendo aromas e sabores -caracteristicos (McSWEENEY, 2004;
KOBLITZ, 2010). A lipase é importante em queijos fabricados a partir de leite cru,
comparados com queijos fabricados com leite pasteurizado, pois esta enzima é
inativada durante o processo térmico (McSWEENEY, 2004). A primeira
transformacdo ocasionada na lipdlise é a hidrolise de seus triglicerideos com
liberacdo de &cidos graxos, que contribuem para a formacdo de sabor e aromas
(ORDONEZ et al., 2005), em particular os A&cidos butirico e céaprico
(McSWEENEY, 2004). O método mais utilizado para quantificar os niveis de
acidos graxos é a cromatografia em fase gasosa (CG) (COLLINS et al., 2003;
BONTINIS et al., 2012; WOLF et al., 2010).

Aspectos sensoriais

Acredita-se que o sabor do queijo varia dependendo do leite utilizado, teor de
gordura, pasteurizagdo, micro-organismos, maturacdo e outras questdes,
incluindo a origem do queijo (KOPPEL e CHAMBERS, 2012).

O sabor evidente e caracteristico se origina pela acdo enzimatica e
transformacdes quimicas. A degradacao de proteinas do leite, gordura, lactose e
citrato durante a maturacdo, desenvolve compostos volateis e ndo volateis, os
quais beneficiam a formacéo do sabor (VITOVA et al., 2006).

Os aminoacidos desenvolvem algumas caracteristicas no paladar quanto ao
amargor, sdo eles: metionina, histidina, lisina, triptofano, leucina, isoleucina,
arginina, fenilalanina e tiramina (SCOTT, 1991). Vasconcelos et al., (2004) afirma
que o desenvolvimento do amargor durante a maturagdo, assim como
modificacdes indesejaveis na textura do queijo sdo consequéncia de uma taxa
maior de protedlise, liberando excessivamente peptideos de baixo peso
molecular. Na Figura 1.2 pode ser observado um esquema geral da degradacao

de aminoacidos em queijos.



29

Proteinas
do queljo

outras substincias
sulfuradas

aminas aminoacidos t-cetoacidos

VN

NH, aldeidos
’ 37N6

alcoois acidos

Figura 1.2: Esquema geral de protedlise decorrente da acdo microbiana durante a

maturacao de queijos.
Nota: 1= descarboxilagdo; 2=transaminacdes; 3= desamina¢gfes oxidativas; 4 =
degradag0es; 5=reducdes; 6=oxidagdes. Fonte: Perry (2004).

Os compostos volateis formados na maturacdo sdo os que determinam o
aroma. Entre eles encontram-se os ésteres, acidos graxos, aldeidos, cetonas,
alcoois, dioxido de enxofre e amodnia (SCOTT, 1991).

Mais de cem compostos volateis foram identificados, sendo sugeridos
maiores notas ao octenol (responsavel pelo odor cogumelo), alcool fenetilico,
acetato de fenetila (odor floral) e alguns compostos de enxofre. Estas sugestdes
foram baseadas em observacdes de que a qualidade do odor destes compostos
concordou com o odor perceptivel no perfil do aroma do queijo (DUMONT et al.,
1974; DUMONT et al., 1976; MAARSE et al., 1994).

1.3.7 Aspectos fisiologicos dos fungos

Os fungos se diferem na taxonomia por diferentes conceitos, baseados em
caracteristicas fenotipicas e moleculares (BOURDICHON et al., 2012).
Determinados micro-organismos presentes em alguns alimentos, causam
alteracdes benéficas modificando caracteristicas originais de alguns produtos, o
que difere de micro-organismos patogénicos e deteriorantes (FRANCO e
LANDGRAF, 2008).

A European Food and Feed Cultures Association (EFFCA), define os micro-
organismos alimentares, como bactérias vivas, que fermentam e originam
produtos alimenticios. A aplicacdo de micro-organismos em alimentos vem

crescendo consideravelmente, resultado de uma expansdo em mudangas
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taxonbmicas e nas descricbes das espécies que sdo importantes nas
fermentacdes e utilizadas como inoculantes (BOURDICHON et al., 2012).

A classificacdo de um fungo depende da natureza do estagio sexual no seu
ciclo de vida e no tipo de hifas. Deste modo, sao classificados em cinco filos: Filo
Cythridiomycota, Filo Zygomycota, Filo Ascomycota, Filo Basidiomycotae, Filo
Deuteromycota (BLACK, 2002). O filo de maior interesse para o presente trabalho
€ o Filo Ascomycota, chamado vulgarmente por “fungo em forma de saco’,
contendo mais de 3.000 espécies (BLACK, 2002).

De forma generalizada, os Ascomycetos se reproduzem por esporulacao
assexuada, formando esporos, chamados de conidios. Em condigbes favoraveis
para seu desenvolvimento, cada conidio € capaz de produzir um jovem micélio
(KRASNIEWSKI et al., 2006). As células do micélio podem liberar algumas
enzimas que digerem a superficie na qual o fungo cresce, e absorvem pequenas
moléculas que servem de nutrientes (BLACK, 2002). O micélio é formado pelo
conjunto de hifas, que segundo Rezende (2006), cresce por alongamento das
extremidades, podendo alongar para formar uma nova hifa caso a mesma seja
fragmentada.

Na fase sexuada, uma cepa possui um ascogbnio e uma cepa adjacente
possui um anteridio de tamanho menor. Estas estruturas se unem, o0s nucleos se
fundem, e as células das hifas com ndcleos dicariéticos se desenvolvem a partir
da fusdo. Em certo momento, os nucleos dicarioticos se fundem, formando um
zigoto, e o nucleo do zigoto se divide em oito nucleos dentro de cada asco. Cada
asco forma oito ascésporos, que podem algumas vezes ser expelidos (BLACK,
2002).

Os fungos filamentosos presentes em gqueijos com mofo branco, séo
pertencentes ao género Penicillium. O género Penicillum possui um micélio
septado, onde suas hifas séao divididas em células que se intercomunicam atraves
de poros. Sua reproducdo pode ser assexuada ou sexuada. A fase assexuada se
da a partir de conidios (esporos), que sdo produzidos em cadeia na extremidade
de um conidioforo (FOX et al., 2000). A reproducdo assexuada esta relacionada
com a divisdo celular mitética, ocorrendo por brotamento, no qual a célula

parental forma um broto na sua superficie externa. A medida que o broto se
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desenvolve, o ndcleo da célula parental se divide e um dos ndcleos migra para o
broto (REZENDE, 2006).

Segundo Moreau (1979), em 1809 o género Penicillium era subdividido em
trés espécies: Penicillium glaucun (com caracteristicas azul-verde), Penicillium
candidum (com caracteristica de cor branca) e Penicillium expansum. Em 1949
mais duas espécies com mofo branco foram identificadas, o Penicillium
camemberti (com caracteristica de mofo branco e ligeiramente cinza) e o
Penicillium caseicolum (MOREAU, 1979). Pitt et al. (1986), sugerem que O
Penicillum camemberti presente em queijos com mofo branco seja uma forma
domesticada de Penicillium commune. Frisvad e Samson (2004), afirmam que o
Penicillium camemberti apresenta colénias brancas e um micélio com aparéncia

aveludada, como apresentado na Figura 1.3.

Figura 1.3: Aspecto aveludado do micélio do P. camemberti.
Fonte: Frisvad e Samson (2004)

O Penicillium camemberti tem sido submetido a programas de mutagénese,
passando por selecdes com objetivo de melhorar a textura, cor do micélio e
caracteristicas fisiolodgicas para a fabricacdo de queijos (ROPARS et al., 2012).
Para isso, as industrias de laticinios fazem a aquisicdo de esporos, 0s quais sédo
comercializados como concentrado em suspensdo estabilizada ou na forma
liofiizada, podendo ser adicionado ao leite ou aspergido na superficie
(KRANIEWSKI et al., 2006).

Os esporos obtidos em laboratérios, ndo tem o mesmo estado fisioldgico
daqueles encontrados em ambientes naturais. O estado fisiologico pode ser

influenciado pela idade do esporo, fase e condicoes de esporulacdo e re-
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hidratagdo (DANTIGNY e NANGUY, 2009). Em um trabalho realizado
recentemente por Ropars et al. (2012), foram isolados de 133 amostras de queijos
fornecidos por produtores e 97 amostras selecionadas a partir de colecdes
publicas (incluindo diferentes ambientes). Os autores concluiram que o Penicillium
camemberti ndo foi encontrado em diferentes produtos laticos, diferente de alguns
fungos, o que pode ser provavel que Penicilium camemberti € adaptado a um
anico alimento.

Nas fichas técnicas desses esporos comercializados, ha informagdes como
tolerancia ao sal, atividade proteolitica e lipolitica, formacao de alguns compostos
aromaticos e tolerancia a temperatura, porém essas informacdes parecem ser
esporadicas e nenhuma informacdo sobre as caracteristicas de interacdo €
fornecida (DECKER e NIELSEN, 2005). Apds alguns dias de maturacdo, uma
camada densa de micélio se desenvolve, 0 que proporciona uma protecdo a
certos micro-organismos indesejados (BOCKELMANN et al., 1999).

Estudos em micologia, tem se preocupado com os efeitos ambientais,
atividade agua, temperatura, pH, atmosfera modificada, demonstrando efeitos que
retardam ou inibem a esporulacdo (DANTIGNY e NANGUY, 2009). Alguns
estudos demonstram que a esporulacédo pode ser melhorada por adi¢cao de calcio,
fonte de nitrogénio, inibicdo de glicose em niveis de derivados do ciclo de Krebs.
A concentracdo de nitrogénio desempenha um papel essencial na esporulacéo,
como demonstrado no trabalho de Krasniewski et al. (2006), no qual a
esporulacéo foi estimulada por nitrato de potassio (KNOs) enquanto o sulfato de
amonio (NH,4)2SO, foi inibitério.
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CAPITULO 1I: IMPACTO DE DIFERENTES CULTURAS PRIMARIAS E DE
CONCENTRACOES DE SALGA NO DESENVOLVIMENTO DO MICELIO
SUPERFICIAL EM QUEIJOS TIPO CAMEMBERT
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IMPACTO  DE  DIFERENTES  CULTURAS PRIMARIAS E DE
CONCENTRACOES DE SALGA NO DESENVOLVIMENTO DO MICELIO
SUPERFICIAL EM QUEIJOS TIPO CAMEMBERT

RESUMO

No processamento do queijo tipo Camembert a cultura latica e a concentracao
de sal na salga podem interferir no crescimento do micélio do mofo branco e na
qualidade do produto final. O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicabilidade
de diferentes culturas primérias, e diferentes concentragées de sal durante o
processamento de queijo tipo Camembert. Foram avaliadas culturas primarias
mesofilica homofermentativa e heterofermentativa e termofilica; e
concentracfes de salmoura de 15, 20, 25 e 29° Brix no processo de salga de
queijo tipo Camembert. Foram realizadas analises fisico-quimicas, andlise
colorimétrica e perfil de textura nas amostras durante 15 dias de maturacdo. O
indice de brancura foi eficaz para comprovar o aparecimento do micélio
superficial e estabilidade do crescimento do mofo branco, onde os queijos com
cultura termofilica apresentaram ganho de um dia, comparada com 0s queijos
inoculados com as culturas mesofilicas. Com a andlise de perfil de textura, foi
possivel concluir que o parametro de resiliéncia foi o qual apresentou maior
variacdo durante a maturacdo, reduzindo 2,3% para 0s queijos com cultura
mesofilica homofermentativa, e 23% para a cultura termofilica, sendo o Unico
parametro que apresentou diferenca significativa durante a maturacdo. As
diferentes concentragbes de sal aplicadas durante a salga, provocaram
diferencas significativa entre os teores de umidade, proteina, extrato seco,
cinzas, cloreto de sodio e sédio, embora ndo tenham interferido no fechamento
superficial do micélio. Desta forma, para as condicbes de processamento
utilizadas neste trabalho a cultura termofilica foi a mais interessante no aspecto
de fechamento do micélio. As diferentes concentracdes de salmoura né&o
afetaram a atividade das bactérias mesofilicas e termofilicas e nem o
desenvolvimento do P. candidum, mas podem influenciar o aspecto sensorial
do produto.

Palavras chaves: Penicillium candidum, processamento, culturas laticas, sal,
maturacao.
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IMPACT OF DIFFERENT PRIMARY CULTURES AND THE
CONCENTRATION OF SALGA ON THE DEVELOPMENT OF THE
SUPERFICIAL MYCELIUM IN CHEESE TYPE CAMEMBERT

ABSTRACT

In the processing of the cheese type Camembert starter cultures, and the
concentration of salt in salting may interfere with the growth of the mycelium
white mold and the quality of the final product. The objective of this study was to
evaluate the applicability of different primary cultures, and different salt
concentrations during processing of cheese type Camembert. Primary cultures
mesophilic homofermentative and heterofermentative and thermophilic were
evaluated; and salt concentrations of 15, 20, 25 and 29° Brix in the curing
process of Camembert cheese type. Physical and chemical analysis, ripening
index, colorimetric analysis and texture profile in the samples for 15 days of
ripening were performed. The whiteness index was effective to check the
appearance of the surface of the mycelium and stability of the white mold
growth, where the cheeses with culture thermophilic had gained one day,
compared with cheese inoculated with the mesophilic cultures. With the texture
profile analysis, it was concluded that the resilience parameter was the one that
showed the greatest variation during ripening, reducing 2.3% for cheeses with
homofermentative mesophilic culture, and 23% for the thermophilic culture. The
different concentrations of salt applied during brine, showed significant
differences (p <0.05) between the moisture, protein, dry matter, ash, sodium
and sodium chloride, although they did not interfere in the superficial closure of
mycelium. Accordingly, for the processing conditions used in this work the
thermophilic culture of the mycelium was the most interesting aspect of closure.
Different concentrations of salt did not affect the activity of mesophilic and
thermophilic bacteria or the development of P. candidum, but can influence the
sensory appearance of the product.

Keywords: Penicillium candidum, processing, lactic cultures, salt, ripening.
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2.1 INTRODUCAO

A qualidade do queijo tipo Camembert esta relacionada com as matérias
primas utilizadas durante o processo, que consistem basicamente em leite,
micro-organismos desejaveis, coalho, sal e Penicillium candidum. Estes
participam das reacdes bioguimicas que contribuem para a formacdo das
caracteristicas peculiares durante a maturacdo. As principais alteracdes
biogquimicas envolvem a conversédo da lactose em &cidos organicos, hidrolise
de proteinas e lipideos, e a producdo de componentes volateis de aroma
(HAYALOGLU et al., 2013).

Entre 0os micro-organismos adicionados na forma de cultura priméria em
queijos, estdo bactérias mesofilicas e termofilicas, que diferenciam-se por
apresentar temperaturas Otimas de desenvolvimento em 30 e 42 °C,
respectivamente (BERESFORD et al., 2001). No entanto, para a producao de
queijos Camembert utiliza-se frequentemente os mesofilicos (MICHALSKI et
al., 2003; LECLERQ- PERLAT et al., 2004; LECLERQ- PERLAT et al., 2006;
CALZADA et al., 2014).

A cultura secundéria, pela aplicacdo do fungo Penicillium camemberti,
desenvolve na superficie do queijo, um micélio branco apds o sétimo (7°) dia
de maturacdo, o qual metaboliza o lactato, desacidificando a superficie e
produzindo aménia (NH3) (BERESFORD et al., 2001). Além da aplicacdo de
Penicillium camemberti, outras cepas podem ser inoculadas para a maturacao
de queijo tipo Camembert, como o Geotrichum candidum, Kluyveromyces lactis
e Debaryomyces hansenii (LESSARD et al., 2012).

O controle de bactérias primarias e non-starter, atividade enzimatica e
inibicdo do crescimento de patdégenos sao influenciados pelo pH, atividade de
agua, potencial redox e concentracéo de sal. O processo de salga nos queijos
€ essencial para o processamento, pois entre as varias funcionalidades
geradas por sua aplicacdo, pode ainda acentuar o sabor do produto (CRUZ et
al., 2011).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacéo
de culturas primarias mesofilica homofermentativa, mesofilica
heterofermentativa e termofilica e diferentes concentracdes de sal na salmoura

no processamento do queijo tipo Camembert, a fim de avaliar a composicao
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guimica, parametros instrumentais e crescimento do micélio superficial do P.

candidum durante o periodo de maturacao.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material

Foi utilizado leite bovino da raca Holandesa, adquirido da Fazenda Escola
Capado da Onca (FESCON) pertencente a Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG), localizada na estrada Ponta Grossa/ltaiacoca, Km 7 (25° 05’
42> S 50° 09 43" O). Foram utlizadas culturas primarias mesofilicas
homofermentativas contendo Lactococcus lactis subsp. lactis e, Lactococcus
lactis subsp.cremoris (MO32, Sacco® Brasil), e heterofermentativas contendo
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. Diacetylactis e Leuconostoc (MO36,
Sacco® Brasil) e cultura termofilica, contendo Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus sp. (YO-MIX 495 LYO, Danisco,
Canada). Como cultura secundaria utilizou-se o Penicillium candidum 35V
(Sacco® Brasi).

2.2.2 Métodos

Processamento dos queijos

A preparagdo do queijo tipo Camembert foi realizada na planta piloto da
Escola Tecnoldgica de Leite e Queijos dos Campos Gerais (ETLQueijos),
pertencente ao curso de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG). Foram realizados dois (2) experimentos, denominados
como CQO01 e CQO02. Nos dois (2) experimentos, o tratamento térmico do leite
ocorreu em pasteurizador de placas (Mec Milk) a 73 °C durante 15 segundos.
Na sequéncia, o leite de cada experimento, foi resfriado a 34 °C em tanques de
aco inoxidavel (AISI 304) e dividido em bateladas. Foi utilizado 0,04% de
cloreto de célcio (Synth) a 50%, e 1,6% de coalho (enzima quimosina em p6 —
Chr Hansen). Apés a formagéo da coalhada, a massa foi cortada com o auxilio

de liras em inox no sentido vertical e horizontal seguida de agitacdo lenta por
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30 min, até a percepcdo de rigidez dos cubos de 2 cm®. Nesse periodo de
agitacdo a temperatura foi controlada até alcancar 36 °C.

Em seguida, a coalhada foi enformada (formas de 14 cm de diametro e 10
cm de altura, (modelo RP-500, Jandaplast®), com utilizacdo de morim para
auxiliar a retirada do soro. O periodo da prensagem se estendeu por 6 horas,
considerando uma prensagem com aproximadamente 1,0 kg, realizando duas
(2) viragens na massa, a primeira apos trinta minutos (30 min) da enformagem
e a outra apOs sessenta minutos (60 min) da primeira viragem. Terminadas as
viragens (ap0s duzentos e setenta minutos (270 min) da segunda viragem), foi
retirado o dessorador e as pecas permaneceram em camara de maturacao
(Mec Milk) com controladores automatizados (modelo N322RHT, NOVUS) para
uma primeira fermentagao “overnight”, por 12 horas em temperatura de 12°C
sem controle da umidade relativa.

Em seguida os queijos foram salgados em salmoura. Na sequéncia 0s
queijos retornaram para a camara de maturacédo, onde receberam em toda a
superficie a aspersdo de solucdo com agua deionizada salina 0,9 %, contendo
esporos liofilizados e biomassa microfragmentada de Penicillium candidum. A
maturacdo ocorreu durante 15 dias em temperatura de 14°C e umidade relativa
de 90 % no inicio da maturacdo, elevada para 94 % ap0s a visualizacao do

mofo branco.
Aplicacédo das culturas primarias (CQO01).

Para a realizagdo do experimento, foram pasteurizados 150 litros de leite e
divididos em trés (3) bateladas, obtendo-se dezesseis (16) pecas de queijos em
cada batelada. Esta divisdo possibilitou avaliar trés (3) culturas primarias. Na
primeira batelada foi adicionada cultura lactea mesofilica homofermentativa
(QMO), na segunda batelada cultura lactea heterofermentativa (QMLD) e na
terceira batelada cultura lactea termofilica (QT), ambas com indculo de 1%. As
pecas de queijos foram salgadas em salmoura com concentragcédo de 21° Brix,
submersos durante 60 minutos. Cada peca de queijo recebeu uma asperséo na
sua superficie de 7 ml de solugdo, contendo 2,0.10° de esporos liofilizados de

Penicillium candidum, quantificados por contagem em camara de Neubauer.
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Aplicacdo das concentracdes de salmoura (CQO02).

Para a realizacdo deste experimento, foram pasteurizados 100 litros de
leite, obtendo trinta e duas (32) pecas de queijos. Foi inoculado 1% da cultura
termofilica. Quando se obteve o queijo fresco, as pecas de queijos foram
divididas em quatro (4) bateladas. Cada batelada ou experimento foi submersa
em concentracao de salmoura de 15, 20, 25 e 29 °Brix durante 60 minutos. Na
sequéncia, cada peca de queijo recebeu uma aspersdo de solucdo contendo
2,0.10° esporos liofilizados de Penicillium candidum, quantificados por

contagem em camara de Neubauer.

Andlises fisico-quimicas e Instrumentais

No recebimento do leite foram realizadas analises de pH, utilizando
pHmetro de bancada (Hanna, modelo pH 21), acidez como descrita na AOAC
(1995), extrato seco pelo método gravimétrico de secagem em estufa a 105 °C
até peso constante, e cinzas por incineracdo em mufla (Coel, modelo TLK 49),
a 550 °C por seis horas (IAL, 2008). O teor de gordura foi determinado em
butirdmetro de Gerber e as proteinas totais pelo método de micro Kjeldahl,
obtendo o nitrogénio total e convertendo para proteinas totais utilizando o fator
6,38 (AOAC, 1995). O teor de lactose foi determinado por analisador de leite
(Mater Classic AKSO®). A contagem de células somaticas foi realizada pela
Associagdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga Holandesa
(APCBRH), Curitiba, Pr.

As analises nos queijos foram realizadas nos tempos 0, 5, 10 e 15 dias de
maturacdo. O tempo zero corresponde a pec¢a do queijo antes de receber a
aspersao da solucdo contendo P. candidum. O teor de gordura foi determinado
em butirdbmetro de Gerber especial para queijo. A proteina total foi analisada
pelo método de micro Kjeldahl, convertido com o fator 6,38 (AOAC, 1995). O
extrato seco e umidade foram obtidos pelo método gravimétrico de secagem
em estufa a 105 °C até peso constante e as cinzas por incineracdo em mufla
(Coel, modelo TLK 49), a 550°C por seis horas (IAL, 2008). O cloreto de sédio
e sodio foram determinados pelo método descrito por Barbano (1991). A

concentracdo de tirosina foi obtida através de método espectrofotométrico de
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Vakaleris-Prince (1959). O perfil de textura foi analisado instrumentalmente
com texturébmetro (TA. XTPlus Texture Analyser, Stable Micro Systems, UK),
utilizando probe cilindrico P36B, considerando a dureza, elasticidade,
coesividade, gomosidade, mastigabilidade e resiliéncia.

Durante a maturacdo foram realizadas diariamente analises colorimétricas
em duas (2) pecas de queijos de cada batelada. Para andalise de cor pelo
sistema CIE L* a* b* as pecas foram divididas em quatro quadrantes,
incluindo as duas superficies (superior e inferior), e realizadas as leituras pelo
colorimetro (MiniScan EZ, Hunter Lab, US), calibrado imediatamente antes das
analises (ROMANI et al., 2002). Os resultados foram expressos em indice de
brancura (WI — “whiteness”) utilizando a Equacao 2.1, descrita por Rocha et al.

(2007), no qual branco total corresponde a 100:

WI =100 — /(100 — L*)2 + a*2 + b*2 (2.1)

2.2.3 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo, sendo
realizado teste de Levene para avaliar sua homogeneidade, considerando
paramétrico o valor de p>0,05. Em seguida, os dados paramétricos foram
analisados pela analise de variancia (ANOVA), considerando o valor de p< 0,1;
0,05 e 0,01. Complementada com o teste de comparacao de médias de Fischer
LSD. Para isso, foi utilizado software Statistica (verséo 7.0) e ACTION (versao
2.5).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais parametros de qualidade do leite (média + desvio padrao)
utilizados nos processamentos dos queijos tipo Camembert podem ser
observados na Tabela 2.1. Os parametros de pH e gordura apresentaram
diferenca significa (p<0,05) entre os dois lotes de leite CQO01 e CQO2.

Os valores obtidos estdo de acordo com a legislagéo vigente para leite cru
refrigerado (Instrugdo Normativa 62/2011), exceto para a analise de gordura
(CQ02), que deveria conter no minimo 3,0 g/100mL. Isso pode ter ocorrido
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devido a época do ano (outono), com efeitos de temperatura, umidade e
alimentacao animal (YANG et al., 2013; CHEN et al., 2014).

Tabela 2.1: Composicao fisico-quimica do leite em diferentes periodos (CQO1
e CQO02) utilizado nos experimentos de processamento de queijo tipo
Camembert.

Parametros Analiticos, Experimentos IN 62
g/100mL CQO01 CQ02 (2011)
pH* 6,70 £ 0,03* 6,60 + 0,01° -
Acidez** 0,16 £ 0,07 0,16 £ 0,05 0,14a0,18
Gordura 3,38 £ 0,50% 2,73 +0,06" min. 3,0
Proteina 3,03+0,15 3,11 £ 0,32 min. 2,9
Lactose 4,55 4,50 -

ESD 11,56 £ 0,78 11,32 +0,16 min. 8,4
Cinzas 0,84 +£0,18 0,75+0,01 -
CCS*** 214.000 272.000 max. 400.000

abc

Nota: IN 62/2011: Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Cru Refrigerado;
letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as amostras de leite dos
experimentos CQO01 e CQO02 (Teste de Fischer, p< 0,05); (*) adimensional; (**)g de acido
latico/100mL; ESD: extrato seco desengordurado;***contagem de células somaticas por mL.

Na Tabela 2.2, podem ser observados os resultados das analises fisico-
quimicas durante quinze (15) dias de maturacdo para os queijos elaborados
com trés diferentes culturas primarias, as quais apresentaram diferenca
significativa (p < 0,1) para os teores de umidade, gordura, extrato seco total,
cinzas, cloreto de sodio e sédio. Durante quinze (15) dias de maturacao a
umidade reduziu 14,45; 25,24 e 6,44% para as bateladas que continham
culturas QMO, QMLD e QT, respectivamente. Essa reducdo da umidade é
indicativo da difusdo da agua do queijo para o ambiente (LECLERCQ-PERLAT
et al., 2013). A perda umidade das amostras esta relacionada com a pequena
dimensédo da camara de maturacado, da ventilacdo da refrigeracéo estar no teto
da camara e de ndo ter sido feito o rodizio de prateleiras. Em funcéo disso,
foram observados aumentos proporcionais nos teores de proteinas, gorduras,
extrato seco, cinzas, cloreto de sodio e sodio (Tabela 2.2).

O maior indice de tirosina foi encontrado para o experimento QT, indicando
maior protedlise durante a maturacéo, alcancando o teor de 127,57 mg/100g de

tirosina.
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Tabela 2.2: Efeito da inoculacdo de diferentes culturas priméarias nas
caracteristicas fisico-quimicas de queijos tipo Camembert durante 15 dias de

maturacao.
Parametros Culturas Periodo de Maturacéo (d)
Analiticos 0 5 10 15 P
Umidade QMO 49,55+0,10%° 47,42+0,27°° 45,21+0,39° 42,39+0,66"°  *
(9/100g) QMLD 54,91+0,39*" 49,89+0,21"* 47,11+2,38° 41,05+1,03"®  *
QT 46,29+0,29° 48,76+0,30%° 43,43+1,93° 43,31+0,99**  *
p * * ns *k%k
Proteina QMO 22,86+1,87" 24,65+1,76" 23,64+0,53" 24,83+0,98  ns
/100 QMLD 19,85+1,32"° 21,59+0,65%° 23,80+0,39% 25,11+0,39° *
g/100g
QT 22,28+0,98“®°  19,44+0,42"® 22,35+0,70% 24,04+0,982 *
*k%k * *% nS
Tirosina QMO 14,10+2,19°® 43,97+2,00°¢ 105,11845,57%¢ nd *
(mg/100g) QMLD 35,3743,79"*  144,70+20,39*"  178,79+20,39**  119,26+16,45°  *
dC B B b
QT 6,00+1,00 94,20+6,98° 158,22+8,38% 127,57+19,78 *
p * * * ns
Gordura QMO 23,50+0,50™ 24,50+1,32%° 23,17+0,29°¢ 26,17+1,04%® =
(9/100g) QMLD 20,040,00° 24,67+0,76° 25,33+0,58°° 28,67+1,15%°  *
QT 27,50+0,50°* 25,67+0,58" 27,67+0,29°" 31,33+#1,53*  *
p * ns * *
Extrato Seco QMO 50,45+0,10%° 52,58+0,26™ 54,79+0,39" 57,61+0,66™°%  *
Total (g/100g) QMLD 45,09+0,39°¢ 50,11+0,21° 52,89+2,38" 58,95+1,03*"  *
QT 53,71+0,29** 51,24+0,30"° 56,57+1,93° 56,60+0,09%  *
p * * ns * k%
Cinzas QMO 3,28+0,08"" 3,44+0,04%* 3,23+0,16" 3,550,072 =
(9/100g) QMLD 3,170,038 3,46+0,02*" 3,73+0,10% 3,82+0,06% *
QT 2,78+0,02" 2,80+0,06" 3,24+0,08%° 3,17+0,04%¢ *
p * * * *
Cloreto de QMO 1,0+0,21% 1,18+0,02° 1,17+0,22° 1,18+0,05° ns
Sédio QMLD 0,71+0,01%® 1,31+0,03* 1,76+0,18°* 1,52+0,03%* *
(9/100g) QT 0,44+0,05"¢ 0,92+0,03%® 1,11+0,00%® 1,08+0,02° *
p * * * *
Sédio QMO 0,16+0,03" 0,19+0,01° 0,19+0,03° 0,19+0,01® ns
mg/100 QMLD 0,11+0,01%® 0,21+0,01% 0,28+0,03*" 0,24+0,01"* *
g/100g
QT 0,07+0,01% 0,15+0,01°¢ 0,18+0,01%® 0,17+0,01%¢ *
* * * *

Nota: ® Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa entre os dias de maturacéo
(Teste de Fischer, * p <0,01; **p<0,05; ***p<0,1); ABC| etras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as culturas QMO, QMLD e QT (Teste de Fischer, * p <0,01; **p<0,05;
***n<0,1); nd: ndo detectado; ns: ndo houve diferenca significativa.

Os parametros de textura analisados (Tabela 2.3) apresentaram diferenca
significativa entre as amostras com diferentes culturas (p<0,01) apo6s 15 dias
de maturagdo, apenas para o parametro resiliéncia. Durante os dias de
maturacdo, os parametros que apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
foram a coesividade para os experimentos QMO e QMLD, e o parametro
resiliéncia para QMO e QT. A maior diferenca encontrada ocorreu para o
parametro resiliéncia no experimento com o inoculo QT, que diminuiu
aproximadamente 28% durante a maturacao, enquanto que para o experimento
com a cultura QMO diminuiu 2,3%. Isso pode ser explicado pelo teor de
umidade do queijo, pois o parametro resiliéncia e mastigabilidade tende a

diminuir com o aumento da umidade (SINGH et al., 2013).
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Tabela 2.3: Efeito da inoculacdo de diferentes culturas primarias no perfil de

textura de queijos tipo Camembert.

Perfil de Periodo de Maturacao (d)

Textura Culturas 0 15 P
Dureza (N) QMO 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01 ns
QMLD 0,03+ 0,01 0,03 +0,01 ns
QT 0,03 + 0,01 0,03 +0,01 ns

p ns ns
Elasticidade QMO 0,83 + 0,01° 0,76 £0,10 ns
QMLD 0,82 +0,01° 0,80 +0,04 ns
QT 0,86 + 0,02" 0,84 +0,11 ns

p * ns
Coesividade QMO 0,80 + 0,01** 0,76 + 0,01° *
QMLD 0,78 + 0,01%° 0,75+ 0,01° w
QT 0,81+ 0,01% 0,77 + 0,04 ns

p * ns
Gomosidade QMO 2,41+£0,35 2,41 £ 0,62 ns
QMLD 2,21+0,26 2,19 + 0,04 ns
QT 2,31+0,37 2,19+0,26 ns

p ns ns
Mastigabilidade QMO 2,00 + 0,30 1,85+ 0,64 ns
QMLD 1,82 +0,19 1,76 + 0,07 ns
QT 2,00 + 0,36 1,86 + 0,44 ns

p ns ns
Resiliéncia QMO 0,44 + 0,01 0,43 + 0,01” o
QMLD 0,43 + 0,01° 0,40 + 0,01° ns
QT 0,46 + 0,01 0,33 + 0,01 *

* *

p
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre dias de maturacdo (Teste

de Fischer, *p <0,01; **p<0,05); “*“Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
entre as culturas QMO, QMLD e QT (Teste de Fischer, * p <0,01); ns: ndo houve diferenca significativa.

O fechamento superficial do micélio foi monitorado pela analise
colorimétrica através do indice de brancura (WI) e pelo valor de b* que
corresponde a cor amarela (+) para azul (-) (Figura 2.1). O valor de b* indica a
perda da cor amarela do queijo oriunda dos carotenoides (NOIZIERE et al.,
2006), o qual diminuiu a partir do quinto (5°) dia, com estabilidade a partir do
oitavo (8°) dia, devido o crescimento do micélio superficial. Este resultado pode
ser comprovado pelo indice de brancura, onde o valor de 100 corresponde ao
branco total (ROCHA et al., 2007). O WI comegou a aumentar seus valores a
partir do quinto (5°) dia de maturacdo para o0s queijos com inoculo QT. A
estabilizacdo dos valores de b* e WI indicam o fechamento do micélio. Esta

técnica colorimétrica é rapida, de baixo custo e ndao destrutiva.



44

35

100
30 95
90
85
80
75
70
65
60
55

25

20

15

b*value

10

Indice de brancura, (WI)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo de maturacao, d Tempo de maturacéo, d

Figura 2.1: Reducédo da cor amarela (b*) e aumento do indice de brancura (WI) em
fung&o do crescimento superficial do fungo P. candidum em queijos tipo Camembert;
(#) cultura homofermentativa - QMO, (m) cultura heterofermentativa - QMLD, (A)
cultura termofilica - QT.

Na Tabela 2.4, podem ser observados os resultados das analises fisico-
guimicas de queijos tipo Camembert, que foram submetidos ao processamento
de salga em salmoura (60 min) com diferentes concentracdes de sal (15, 20,
25 e 29 °Brix), os quais apresentaram diferenca significativa (p<0,1) para os
teores de umidade, proteina, tirosina, extrato seco total, cinzas, cloreto de
sédio e sbédio. Uma alternativa para reduzir os contaminantes é o teor de
cloreto de sdédio (sal) utilizado no processo. Ele ndo apenas controla o
crescimento microbiano, como a atividade enziméatica, sinérese da coalhada e
influencia nas propriedades fisicas das proteinas (GUINE e FOX, 2004).

Os teores de umidade durante quinze (15) dias de maturacdo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para as concentracdes de 15, 20
e 25° Brix, sendo reduzido 4,6 % para a concentracao 15° Brix e 3,3 % para 25°
Brix e um aumento de 1,9% para a concentracdo de 20 °Brix. A perda de
umidade das amostras durante a maturacdo também foi observada, resultando
em aumentos proporcionais nos teores de proteinas, gorduras, extrato seco,
cinzas, cloreto de sédio e sédio (Tabela 2.4).

Embora a porcentagem de tirosina tenha aumentado em relacdo a
salmoura mais concentrada, 0s queijos elaborados em salmoura 20° Brix,
apresentaram o0 maior teor de tirosina apdés 15 dias de maturacdo com 208
mg/100g que corresponde a um aumento de 13 vezes. As proteinas do queijo
interagem com a agua, gordura e sais, a extensdo dessa interacdo depende

das condi¢cfes de processamento e da for¢a ibnica, que aumenta com a adicdo
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de cloreto de sodio, resultando na diminuicdo da solubilidade das proteinas
(FLOURY et al., 2009).

Tabela 2.4: Efeito da aplicacédo de diferentes concentracdes de cloreto de sédio
nas caracteristicas fisico-quimicas de queijos tipo Camembert durante 15 dias
de maturacéo.

Parametros  NaCl Periodo de maturagéo (d)
quimicos  (°Brix) 0 5 10 15 p
15 53,42+0,39%" 53,20+0,15*" 50,59+0,42"" 50,94+1,39° *
Umidade 20 52,00+0,20°%¢  52,97+0,20°*"® 51,08+0,38% 52,90+1,28** *
(g/100g) 25 52,55+0,28*® 51,89+0,35%°¢ 47,82+0,50"® 50,79+1,11"® *
29 51,43+0,79° 52,46+0,56°¢ 51,34+0,34" 51,35+1,24"® ns
p * * * *kk
15 19,57+0,73 19,68+0,48 20,56+0,33 19,56+1,03° ns
Proteina 20 20,58+0,49 19,85+0,52 21,01+1,61 20,37+1,45° ns
(9/100g) 25 19,76+0,80° 20,13+0,53" 22,24+1,17" 25,36+1,94% *
29 19,63+0,10 20,14+0,38 20,45+0,74 20,05+0,61° ns
p ns ns ns *
15 13,63+1,51%° 47,44+4,15%® 111,17+7,81°°  136,92+25,21%° =
Tirosina 20 15,50+2,99% 43,5615,38“¢ 116,92+4,03"®  208,28+20,37**  *
(mg/100g) 25 10,05+2,35%° 62,24+12,59° 08,82+6,83°°  147,00+24,31%°¢  *
29 10,63+2,65°¢ 32,37+7,67°°  135,56+46,93*  178,74+23,30%®  *
p * * * *
15 22,67+1,15"8 21,67+0,29%® 23,83+0,29%8 24,67+1,53% b
Gordura 20 22,33+0,29%® 21,33+0,29" 23,33+0,58°5¢ 23,50+0,00° *
(9/100g) 25 21,17+0,29%° 21,83+0,29% 24,33+0,58" 23,00+0,87" *
29 23,67+1,15" 23,17+0,29" 23,00+0,00¢ 23,67+1,15 ns
p *% * *% ns
Extrato 15 46,58+0,39°¢ 46,80+0,15%° 49,41+0,42%° 49,06+1,39*" *
Seco Total 20 48,00£0,20%*®  47,03+0,20"°5¢ 48,92+0,38%° 47,10+0,07°® *
(0/1000) 25 47,4+0,28"5¢ 48,11+0,35%* 52,18+0,50** 49,21+1,11* *
9/19%9 29 48,57+0,79" 47,54+0,56"° 48,660,34° 48,65+1,24"®  ns
p * * * **k%k
15 2,97+0,02° 3,02+0,04°¢ 3,020,06° 3,070,13° ns
Cinzas 20 3,24+0,06%¢ 2,91+0,03°¢ 3,26+0,03%° 2,91+0,02°¢ *
(9/100g) 25 3,37+0,03%* 3,17+0,24*° 3,49+0,04™* 3,48+0,02" b
29 3,42+0,08"" 3,38+0,03" 3,48+0,03" 3,67+0,13* *
p * * ) * ) * )
Cloreto de 15 0,93+0,01" 0,80+0,01°¢ 0,86+0,10¢ 0,74+0,06° ns
Sédio 20 1,11+0,07%¢ 0,90+0,01°° 1,02+0,03"° 0,94+0,02°° *
(g/100g) 25 1,26+0,03%° 1,15+0,03°® 1,17+0,06°* 1,24+0,05%® w
9/19%9 29 1,35+0,03"* 1,26+0,00° 1,29+0,04%* 1,54+0,03* *
p * * * *
15 0,37+0,00° 0,32+0,01° 0,34+0,04° 0,30+0,02° ns
Sédio 20 0,45+0,03%¢ 0,3620,00°° 0,41+0,01"® 0,38+0,01°° *
(mg/100g) 25 0,50+0,01%® 0,46+0,01°® 0,47+0,02°* 0,49+0,02%°8 hid
29 0,54+0,01"" 0,50+0,00%* 0,52+0,02°* 0,62+0,01** *
p * * * *
Nota: *Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os dias de maturac&o

(Teste de Fischer, *p< 0,01; **p< 0,05). ABC| etras diferentes na mesma coluna, indicam diferenca
significativa entre as concentragBes de salmoura utilizadas no processo de salga (Teste de Fischer, *p
<0,01; **p<0,05; ***p< 0,1); ns :ndo apresentam diferenca significativa.

Os parametros do perfil de textura dos queijos do experimento CQO02
(Tabela 2.5) apresentaram diferenca significativa (p<0,01) entre as amostras

com diferentes concentragdes de salmoura (15, 20, 25 e 29° Brix) utilizadas no
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processo de salga, para os parametros gomosidade, mastigabilidade e
resiliéncia apos 15 dias de maturagéo.

Durante os dias de maturacdo, os parametros que apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) foram elasticidade para as concentracdes a 20 e 29 ° Brix;
gomosidade e mastigabilidade para as concentracdes a 15, 20 e 25 °Brix; e
resiliéncia para as quatro concentracdes de salmoura. Queijos com maiores
teores de sal tendem a ser mais firmes, enquanto que queijos com teores
reduzidos apresentam massa macia e cremosa (CRUZ et al., 2011). Floury et
al. (2009) relatam que a diminuicdo de concentracdo de sal aumenta a
coesividade e diminui a adesividade, a qual é influenciada pela interagédo entre
as proteinas.
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Tabela 2.5: Efeito da aplicacao de diferentes concentragcdes de cloreto de sddio

no perfil de textura de queijos tipo Camembert durante a maturacéo.

Periodo de maturacéo (d)
0 5 10 15 P
0,03+0,01 0,03+0,01 nd 0,03+0,01 ns

Perfil de textura  © Brix
DUREZA (N) 15

20 0,03+0,01  0,03+0,01 nd 0,03+0,01 ns
25 0,02+0,01  0,01+0,01 nd nd ns
29 0,03+0,01  0,03+0,01 0,01+0,01 0,03+0,01 ns

p ns ns ns ns
Elasticidade 15 0,90+0,02  0,88+0,01 0,84+0,02 0,82+0,17 ns
20 0,89+0,02° 0,88+0,03"°  0,84+0,05 0,86+0,04" i
25 0,88+0,02  0,87+0,03 0,87+0,06 0,86+0,03 ns
29 0,89+0,01° 0,87+0,01*  0,86+0,03? 0,90+0,03" i

p ns ns ns ns
Coesividade 15 0,83+0,02  0,83+0,01 0,83+0,01 0,81+0,03 ns
20 0,82+0,03  0,83+0,00 0,83+0,02 0,81+0,02 ns
25 0,83+0,03  0,84+0,02 0,83+0,02 0,84+0,03 ns
29 0,83+0,00  0,83+0,01 0,83+0,02 0,84+0,02 ns

p ns ns ns ns
Gomosidade 15 2,40+0,26° 2,44+0,73" -2,02+0,24*°¢  2,50+0,27™" *
20 2,43+0,25° 2,43+0,27°° -1,82+0,23*®  2,10+0,30%® *
25 2,27+0,57* 2,17+0,31* -2,15+0,16°°  -1,83+0,42°¢ *
29 2,3620,09  2,28+0,30 2,60+0,34" 2,63+0,45" ns

p ns ns * *
Mastigabilidade 15 2,15+0,25°  1,82+0,09° -1,71+0,24*°¢  2,08+0,60™" *
20 2,17+0,24° 2,13+0,26°  -1,51+0,12**  1,79+0,29%" *
25 2,00+0,52* 1,89+0,31*  -1,90+0,20°°  -1,56+0,31"° *
29 2,11+0,09  1,97+0,25 2,22+0,27" 2,360,41* ns

p ns ns * *
Resiliéncia 15 0,52+0,01° 0,51+0,01°  0,46+0,02° 0,41+0,03"® *
20 0,51+0,02° 0,50+0,01°  0,46+0,01° 0,42+0,02"® *
25 0,52+0,02° 0,52+0,01° 0,47+0,01° 0,44+0,02°® *
29 0,52+0,00  0,50+0,01 0,48+0,01 0,460,02* *

ns ns ns *

p
Nota: *Letras diferentes na mesma linha indicam diferecga significativa entre dias de maturacéo (Teste de

Fischer, *p <0,01; **p<0,05). “*“Letras diferentes, indicam diferenca significativa entre as concentracées
de salmoura utilizadas no processo de salga (Teste de Fischer, p<0,01); nd: ndo detectado; ns :nédo
apresentam diferenga significativa.

A Figura 2.2 representa o monitoramento do fechamento do micélio
superficial por meio de analise colorimétrica. No experimento CQO02, foi
possivel observar que independente da concentracdo de salmoura utilizado
para salgar as pecas de queijos, o indice de brancura manteve constante a
partir do 8° dia de maturacdo, com WI acima de 90.
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Figura 2.2: Reducédo da cor amarela (b*) e aumento do indice de brancura (WI) em
funcdo do crescimento superficial do fungo P. candidum em queijos tipo Camembert;
(#) 15° Brix, (m) 20° Brix;(A) 25° Brix; (0)29° Brix.

2.4 CONCLUSAO

A composicdo fisico-quimica e os parametros instrumentais dos queijos
tipo Camembert elaborados com diferentes culturas apresentaram diferencas
pontuais, com destaque para o parametro resiliéncia observado no perfil de
textura, que apresentou menor valor para a cultura termofilica. Além disso, a
cultura termofilica teve ganho de um dia no aparecimento do fungo na
superficie. As diferentes concentracbes de sal utilizadas nas salmouras,
apresentaram diferenca significativa (p< 0,05) entre os teores de umidade,
proteina, extrato seco, cinzas, cloreto de sodio e sodio. Para os parametros
analisados no perfil de textura, apenas gomosidade, mastigabilidade e

resiliéncia apresentaram diferenca significativa (p<0,05). As diferentes
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concentracbes de sal na salmoura nao influenciaram o desenvolvimento do
fechamento superficial do micélio, estabilizado no mesmo periodo. Dessa
forma, para as condi¢bes de processamento utilizadas, a cultura termofilica foi
a que demonstrou melhores resultados para a producdo do queijo tipo

Camembert.
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CAPITULO I AVALIAQAO DO EFEITO DO INOCULO DE BIOMASSA
MICROFRA:GMENTADA DE Penicilium candidum NO PROCESSO DE
MATURACAO DE QUEIJOS TIPO CAMEMBERT
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AVALIACAO DO INOCULO DE BIOMASSA MICROFRAGMENTADA DE
Penicillium candidum NO PROCESSO DE MATURACAO DE QUEIJOS
TIPO CAMEMBERT

RESUMO

O queijo Camembert € um dos mais consumidos, tanto in natura quanto em
elaboracdes de pratos gourmet. Durante a maturagdo, desenvolve-se na sua
superficie um micélio branco, devido a aplicacdo de esporos de Penicillium
candidum, que contribui para as reacfes de glicélise, protedlise e lipdlise
resultando em suas caracteristicas sensoriais peculiares. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um método de producdo de biomassa de Penicillium
candidum, para inoculo na superficie do queijo tipo Camembert, e avaliar o
desenvolvimento do micélio e a composicdo do queijo. Para isso, foram
realizadas 2 experimentos, diferenciados pela forma de inoculacdo do
Penicillium candidum, sendo a primeira com esporos liofilizados comerciais e a
segunda com biomassa. Foram realizadas analises fisico-quimicas e
instrumentais, assim como avaliacdo do desenvolvimento do micélio na
superficie, durante 15 dias de maturacdo. Entre as amostras analisadas com as
aplicacdes dos inéculos, os teores de tirosina e gordura, assim como O
pardmetro coesividade do perfil de textura, apresentaram diferenca
significativa. O aparecimento do micélio superficial, teve ganho de um dia para
0s queijos inoculados com biomassa, apresentando-se mais denso comparado
com o inoculo de esporos. As amostras com micélio microfragmentado
apresentaram ao final de 15 dias teor de aminoacidos livres de 14% a mais
comparado com amostras contendo apenas esporos, indicando uma possivel
intensificacdo da hidrélise de peptideos, os quais sdo implicados no residual
amargo destes queijos.

Palavras chaves: Penicillium candidum, maturacdo, indice de brancura,
biomassa microfragmentada.
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EVALUATION OF BIOMASS OF MICROFRAGMENTED Penicillium
candidum INOCULUM IN THE PROCESS OF CHEESE TYPE CAMEMBERT
RIPENING

ABSTRACT

The Camembert cheese is one of the most consumed both fresh and in
elaborations of gourmet dishes. During ripening, develops on its surface a white
mycelium due to the application of Penicillium candidum spores, which
contributes to the reactions of glycolysis, proteolysis and lipolysis resulting in
their peculiar sensory characteristics. The objective of this study was to develop
a Penicillium candidum biomass production method for inoculum in the cheese
surface type Camembert and evaluate the development of the mycelium and
the composition of the cheese. Physico-chemical and instrumental analyzes
were performed, as well as evaluation of the growth of the mycelium on the
surface for 15 days of aging, and compared with cheese inoculated with spores
lyophilized. Among the samples through the application of inocula, the tyrosine
levels and fat, as well as the cohesiveness of the texture profile parameter
showed significant difference. The appearance of the superficial mycelium had
one-day gain for cheese inoculated with biomass, with denser compared with
the spore inoculum. Samples of micro fragmented mycelium had 15 days at the
end of free amino acids content of 14% higher compared to samples containing
only spores, indicating a maximum possible hydrolysis of peptides, which are
involved in these residual bitter cheeses.

Keywords: Penicillium candidum, ripening, whiteness index, micro fragmented
biomass
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3.1 INTRODUCAO

A producéo do queijo Camembert na Franga corresponde a 27% (122.511
toneladas) dos queijos de massa mole, maturados com fungo branco na
superficie (GUEGUEN et al., 2005). Este queijo tem origem no Vilarejo de
Camembert (final do século XVIII) na Regido da Normandia, norte da Franca
(SPINNLER e GRIPON, 2004). A denominacédo “Camembert da Normandia”
possui origem protegida desde 1983, assim o0s queijos produzidos fora desta
delimitacdo geografica devem ser denominados “tipo Camembert” (SANTILLI,
2012).

O Camembert possui uma rapida maturacdo e elevada aceitacao sensorial
tanto no consumo in natura quanto na formulacdo de pratos devido as suas
caracteristicas particulares, o que o torna uma Otima opcao para agregar valor
a matéria-prima. Desta forma, € considerado um dos queijos mais copiados do
mundo, com inUmeras variacbes em seu protocolo devido as adaptacbes para
diferentes tipos de consumidores e condi¢cdes de processamento (BAUDRIT et
al., 2010; SICARD? et al., 2011; LECLERCQ-PERLAT et al., 2013).

Este queijo contém uma caracteristica peculiar e inerente em qualquer
pais, que consiste na maturacdo com uma cobertura superficial de micélio
branco proveniente de fungos do género Penicillium camemberti ou Penicillium
candidum. Estes fungos séao adicionados na forma de esporos ao leite e/ou
aspergidos na superficie do queijo fresco (KRASNIEWSKI et al., 2006). Estas
cepas foram melhoradas geneticamente ao longo dos anos com objetivo de
obter uma textura padrdo, cor branca do micélio e caracteristicas fisiol6gicas
importantes para a fabricacdo de queijos com mofo branco (ROPARS et al.,
2012). Em alguns protocolos outros micro-organismos secundarios como
Geotrichum candidum, Kluyveromyces lactis e Debaryomyces hansenii, podem
ser utilizados ou encontrados nestes queijos quando elaborados com leite cru
(LESSARD et al., 2012).

No processamento do queijo tipo Camembert ocorre a formacéo de hifas
no inicio da maturacao (3-4 dias apds a aspersao dos esporos). Do quinto (5°)
ao sétimo (7°) dia de maturacéo, pode ser observado o recobrimento de grande
parte da superficie com um mofo (micélio) de cor branca e aspecto aveludado
(LECLERQ-PERLAT et al.,, 2013) e do décimo (10° ao décimo quarto (14°)
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dias o micélio recobre todo o queijo (HUTKINS, 2008). Em paises com pouco
hébito de consumo de queijos tipo Camembert, apds o recobrimento superficial
pelo micélio, o queijo € embalado e armazenado em temperaturas inferiores a
4°C, para estabilizar o crescimento do fungo. Entretanto, na Franca e no
Canada a maturacdo pode perdurar por varias semanas para que 0 queijo
apresente um menor gosto amargo residual e menor notas sensoriais de
amonia. A coloracao passa a ter tons de amarelo devido ao envelhecimento e
perda da funcéo vital das hifas (HUTKINS, 2008; LESSARD et al., 2012).

Durante a fase de crescimento e maturacdo dos queijos o P. candidum
obtém energia a partir do metabolismo do acido latico e desenvolve uma
intensa protedlise para utilizagdo de compostos nitrogenados, resultando em
alteracdes fisicas, bioguimicas e sensoriais no produto ao longo da maturacao
(ARTEAU et al., 2010). Além da protedlise sdo observadas alteracdes
bioguimicas ocasionadas por reacdes de glicolise, lipdlise e metabolismo de
citrato decorrentes de diferentes enzimas presentes no leite, coalho e micro-
organismos envolvidos na maturacdo (McSWEENEY, 2004).

A velocidade de crescimento do fungo ou fechamento superficial do micélio
depende de fatores ambientais como a umidade relativa, atividade de &gua,
temperatura, evolucao do oxigénio (O,) e do gas carbbnico (CO,) na camara de
maturacdo e concentracdo de indculo (PICQUE et al., 2006; SICARD" et al.,
2011; LECLERQ-PERLAT et al., 2013).

Trabalhos com in6culo de biomassa do fungo, obtida por pré-cultura em
meio sintético, na fabricacdo do Camembert ndo foram encontrados na
literatura. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
aplicacdo de biomassa fresca microfragmentada, como indculo no
processamento do queijo tipo Camembert, tanto no aspecto de crescimento do
fungo quanto na composicao quimica do queijo ao longo da maturacéo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material
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O leite bovino da raca Holandesa, proveniente da primeira ordenha, foi
adquirido da Fazenda Escola Capao da Onca (FESCON), pertencente a
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), localizada na estrada Ponta
Grossal/ltaiacoca, km 7 (25° 05’ 42” S 50° 09’ 43” O). O rebanho e a qualidade
do leite sdo monitorados e controlados com base na legislacdo vigente
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil n° 368, de 4 de
setembro de 1997 e Instrugdo Normativa n® 62 (IN62) de 29 de dezembro de
2011).

Foi utilizado como in6culo de cultura primaria a termofilica, contendo
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (YO-
MIX 495 LYO, Danisco, Canada) e a secundaria foi o Penicillium candidum
(35V, Sacco®, Brasil).

3.2.2. Métodos

Processamento dos queijos

A preparacdo do queijo Tipo Camembert foi realizada na planta piloto da
Escola Tecnoldgica de Leite e Queijos dos Campos Gerais (ETLQueijos),
pertencente ao curso de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG). Na planta piloto sédo utilizadas boas praticas de
fabricacdo - BPFs, na limpeza e sanitizacdo do ambiente, utensilios e camaras
frias (Portaria 368 de 04/09/1997 Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento — MAPA; FORSYTHE, 2002; GERMANO e GERMANO, 2003).
Na linha de producdo do queijo (Figura 3.1) 100 litros de leite foram
pasteurizados a 73°C durante 15 segundos. Na sequéncia, foi resfriado a 34°C
em tanques de aco inoxidavel (AISI 304) (Figura 3.1). Foram adicionados ao
leite pasteurizado 0,04% de cloreto de calcio (Synth) a 50%, 1,0% de cultura
latica primaria termofilica e 1,6% de coalho (enzima quimosina em p6 — Chr
Hansen). Apos a formacgéo da coalhada, a massa foi cortada com o auxilio de
liras em inox no sentido vertical, em seguida no sentindo horizontal seguida de
agitacdo lenta (30 min) até percepcdo de rigidez dos cubos de 2 cm® Nesse

periodo de agitagdo a temperatura foi controlada até alcancar 36°C.
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Em seguida, a coalhada foi enformada (formas de 14 cm de diametro e 10
cm de altura modelo RP-500, Jandaplast®), com utilizacdo de morim para
auxiliar a retirada do soro. O periodo da prensagem (utilizando uma massa de
1,0 kg sobre cada queijo) se estendeu por 6 horas, realizando duas viragens na
massa, sendo a primeira trinta minutos (30 min) apos enformagem e a segunda
apos sessenta minutos (60 min) a partir da primeira viragem. Apés duzentos e
setenta minutos (270 min), foi retirado o dessorador e as pecas permaneceram
em camara de maturacdo (Mec Milk) com controladores automatizados
(modelo N322RHT, NOVUS) para uma primeira fermentagdo em “overnight”,
por 12 horas em temperatura de 12°C sem controle da umidade relativa (Figura
3.1).

Em seguida, foi realizada a salga em salmoura a 21° Brix, onde os queijos
ficaram submersos por 60 minutos. Decorrido a etapa de salmoura, 0s queijos
foram divididos em duas (2) bateladas, contendo dezesseis (16) unidades em
cada batelada, e retornaram para a camara de maturacdo. Foram realizadas
duas (2) suspensbes para aplicacdo do P. candidum em &gua deionizada
levemente salina (0,09%). Uma suspensao utilizada para inocular o primeiro
grupo de queijos, continha esporos comerciais liofilizados do fungo, e a
segunda suspensdo continha micélio microfragmentado. O micélio foi
produzido por meio de cultivo submerso do fungo num biorreator de tanque
agitado de 4,5 L de capacidade (modelo RALF Plus, Bioengeneering AG).
Ambas inoculagbes dos queijos foram realizadas aspergindo um volume de
suspensdo, que permitiu aproximadamente 2,0.10° de esporos em cada queijo.
A contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer.

As analises de composicdo quimica ocorreram com 15 dias de maturacéo,
que corresponde ao periodo maximo utilizado pelas queijarias brasileiras.
Entretanto, apenas para avaliar o amargor e o residuo de amdnia foi aplicada a
técnica sensorial do perfil livre descritivo (STONE et al., 2012) por julgadores
treinados, em amostras com 15, 20 e 30 dias de maturacéo (14°C e 90% UR, a
qual foi elevada para 94% apds a visualizacdo do micélio) e apos 30 dias

embalado e sob refrigeracéo (7-10°C).
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Figura 3.1. Fluxograma da linha de processamento da ETLQueijos utilizada na
fabricagdo do queijo tipo Camembert.

Andlises fisico-quimicas do leite

No recebimento do leite foram realizadas analises de pH pelo método
potenciométrico utilizando pHmetro de bancada (Hanna, modelo pH 21),
extrato seco pelo método gravimétrico de secagem em estufa a 105°C até peso
constante, e cinzas por incineracdo em mufla (Coel, modelo TLK 49), a 550°C
por seis horas (IAL, 2008). O teor de gordura foi determinado em butirémetro
de Gerber e proteinas totais pelo método de micro Kjeldahl, pela converséo do
nitrogénio total para proteinas totais utilizando o fator 6,38 (AOAC, 1995). A
contagem de células somaticas foi realizada pela Associacdo Paranaense de
Criadores de Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH), Curitiba, Pr.

Anélises fisico-quimicas e instrumentais do queijo

As analises nos queijos foram realizadas em quatro (4) tempos de
maturacdo (0, 5, 10 e 15 dias). O tempo zero corresponde a peca do queijo
antes de receber a aspersao da solugéo contendo P. candidum.

A analise de gordura foi realizada pelo método de Gerber em butirdmetro

especial para queijo. A proteina total foi analisada pelo método de Kjeldahl,
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onde o nitrogénio total € multiplicado pelo fator 6,38 (AOAC,1995). O pH foi
medido pelo método potenciométrico. Extrato seco foi analisado pelo método
gravimeétrico de secagem em estufa a 105°C até peso constante e cinzas por
incineracdo em mufla (marca Coel, modelo TLK 49), a 550°C por seis horas
(IAL, 2008). O cloreto de sadio e sodio foram dosados pelo método descrito por
Barbano (1991). A concentracdo de tirosina foi obtida através de método
espectrofotométrico classico de Vakaleris-Prince (1959). O perfil de textura foi
analisado em textur6metro (modelo TA.XTPlus Texture Analyser, Stable Micro
Systems, UK), em quadruplicata, utilizando probe cilindrico P36B,
considerando a dureza, elasticidade, coesividade, gomosidade, mastigabilidade
e resiliéncia.

A andlise de cor foi realizada em 2 pecas de queijos de cada tempo. Para
analise de cor, as pecas foram divididas em quatro quadrantes, incluindo as
duas superficies (superior e inferior), e realizadas as leituras pelo colorimetro
(MiniScan EZ, Hunter Lab, US). Os resultados foram expressos em indice de
brancura (WI — “whiteness”) utilizando a Equacao 3.1, descrita por Rocha et al.

(2007), no qual branco total corresponde a 100:

WI =100 — /(100 — L*)2 + a*2 + b*2 (3.1)

Concomitantemente a analise colorimétrica, foi realizada analise de
monitoramento do crescimento do micélio por microscopia (Microscopio 6tico,
Zeiss Scope Al) de cortes da superficie dos queijos, com o auxilio de bisturi de
laminas de ago carbono numero 11 e do contador de colénias (Lupa Phoenex
CP600).

Para andlise de aminoacidos e amobnia, a obtencdo da amostra foi
realizada segundo Gaucheron e Graet (2000), quantificados pelo método AccQ
Tag™ utilizando kit completo da Waters, utilizando HPLC (High Performance
Liquid Chromatograph) Allince 2695 (Waters, USA) equipado com detector de
arranjo de fluorescéncia e coluna Pico Tag (3,9 X 150 mm). ApGs a obtencgéo
da amostra, foram separados 3 mL e adicionados 2 mL de padrdo interno
norleucina em uma concentracdo de 0,25 mM para medir a recuperagdo. Em

seguida, a mistura foi centrifugada a 13.000 g, 4 °C por 20 min, e 0
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sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa de 0,2 um. Para derivatizar os
aminoécidos livres, foi utilizado Kit reagente Waters AccQ Tag™ (frasco 1: 200
mM tampé&o borato, pH 8,8; 2A Vial: 6 -aminoquinolil-N- hidroxisuccinimidil
carbamato, AQC; frasco 2B: acetonitrila). Dez microlitros do extrato, 70 pL da
AccQ Fluor tampéao borato (frasco 1), e 20 uL de reagente AccQ Fluor (AQC
em frasco 2A dissolvido em 1 mL de acetonitrila do frasco 2B) foram
adicionados em um vial, respectivamente, e homogeinizados em voértex por 5 s.
Em seguida, a amostra foi aquecida a 55 °C por 10 min. Apés derivatizacao, a
mistura foi analisada por HPLC (ZHANG; LI; CHENG, 2010).

Foram utilizadas duas fases moveis:(A) 140 mM de acetato de sédio e 17
mM de trietanolamina, e (B) acetonitrila 60%. O gradiente foi 0% de B (0 min),
2% B (0,5 min), 7% B (15 min), 9% B (19 min), 12% B (22 min) e 30% B (33
min), 100% B (34 - 40 min), 0% B (41 - 42 min). Tempo de poés-corrida (limpeza
de coluna): 5 min. Foram utilizadas excitacdo a 250 nm e emissao a 395 nm
para deteccgao por fluorescéncia. Os picos foram identificados por comparacao

com o tempo de retencao.

3.2.3 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo, sendo
realizado teste de Levene para avaliar sua homogeneidade, considerando
paramétrico o valor de p>0,05. Em seguida, os dados paramétricos foram
analisados pela andlise de variancia (ANOVA), considerando valor de p< 0,1;
0,05 e 0,01. Complementada com o teste de comparacédo de médias de Fischer
LSD, e correlacédo Linear de Pearson considerando um valor significativo de
p<0,05. Para isso, foi utilizado software Statistica (versdo 7.0) e ACTION
(verséo 2.5).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os parametros analisados sobre a qualidade do leite utilizado no

processamento do queijo tipo Camembert, estdo de acordo com a Instrucéo

Normativa 62/2011(Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento) para
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leite cru refrigerado, apresentando pH 6,60 + 0,01; acidez de 0,18 + 0,05
g/100mL expresso em &cido latico; 3,13 + 0,12 g/100mL de gordura; 3,26 +
0,12 g/100mL de proteina; 8,68 = 0,04 g/100mL de extrato seco
desengordurado; 0,74 + 0,01 ¢/100mL de cinzas e 331.000 ceélulas
somaticas/mL.

Na Tabela 3.1, podem ser observados os resultados das andlises fisico-
quimicas realizadas em queijo tipo Camembert, elaborados com duas formas
de inéculo do P. candidum (esporos liofilizados e biomassa microfragmentada),
apresentando diferenca significativa entre os inéculos (p<0,05), apds quinze 15
dias de maturagéo para os teores de gordura e tirosina.

Os valores de proteina nos queijos com 15 dias de maturacdo aumentaram
9,4 e 16,7% para queijos inoculados com biomassa e com esporos,
respectivamente. Esse aumento pode ser devido a perda de umidade durante a
maturacdo, devido a ventilagdo causada pelo sistema de resfriamento
(EVERARD et al., 2011). Os queijos inoculados com biomassa apresentaram
um valor superior de tirosina (15,9%) em relacdo aos queijos inoculados com
esporos (Tabela 3.1). O aumento do teor do aminoacido tirosina, obtido pela
descarboxilacdo enzimética da tiamina indica a intensidade de maturacdo
(AYRES e SANDINE, 1985; PEROTTI et al., 2005).

O teor de gordura dos queijos inoculados com biomassa apresentou uma
diminuicao significativamente maior (9,3%) que aquela nos queijos inoculados
com esporos (4,3%), indicando uma reacao lipolitica mais intensa (Tabela 3.1).
A primeira transformagcdo que ocorre na gordura durante a maturagcdo, € a
hidrolise dos triglicerideos e liberacédo de acidos graxos (COLLINS et al., 2003).
Os resultados encontrados para a analise de gordura se assemelham ao de
outros estudos (KIM et al., 2008; LINTON et al., 2008; VOIGT et al., 2011).

O extrato seco total dos dois queijos com diferentes indculos apresentou
evolucédo semelhante, aumentando 12% em 15 dias de maturacéo (Tabela 3.1),
indicando uma difusdo similar da agua do queijo para o ambiente (LECLERCQ-
PERLAT et al, 2013). Com o aumento do teor de extrato seco e
consequentemente a perda de umidade dos queijos, o teor de cinzas, sédio e
cloreto de s6dio aumentaram 11,0; 15,5 e 16,6% respectivamente, para os dois

tratamentos.
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O pH dos queijos iniciou com média 5,39 com uma queda no quinto (5°) dia
de maturacdo (Tabela 3.1) devido a producdo de &cido latico pelas culturas
iniciadoras (primérias) (BERESFORD et al., 2001). No décimo (10°) dia o valor
do pH aumentou, possivelmente devido ao crescimento do fungo sobre a
superficie (CALZADA et al., 2014; AMRAME et al., 1999), pois o fungo utiliza o
acido latico como fonte de energia (SPINNLER e GRIPON, 2004). Os queijos
com in6culo de esporos apresentaram um maior pH (5,62) que 0s queijos
inoculados com biomassa (5,57), mesmo que a altura do micélio na superficie

deste queijo tenha sido duas vezes maior (dados ndo apresentados).
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Tabela 3.1: Efeito do in6culo fungico nas caracteristicas da composi¢ao quimica de queijos tipo Camembert.

Inoculo Periodo de Maturacéo, (d)

Parametros analiticos (2.10° espéros/queijo) 0 5 10 15 P
. bB d
Umidade (g/100g) Esporo 55,04 + 0,19 53,05 £ 0,27 51,87 + 0,40° 50,66 + 0,03 *
. a A c
Biomassa 55,04 + 0,19 53,59 + 0,18 51,11 + 0,33 49,54 + 1,40 *
p ns *x ns ns
Proteina (g/100g) Esporo 17,55 + 0,62" 17,83 + 0,10° 18,86 + 1,01° 20,48 + 1,05° *
9/1v9 Biomassa 17,55 + 0,62 17,34 + 0,37 18,55 + 1,95 19,20 + 0,78 ns
p ns ns ns ns
Tirosina (mg/100g) Esporo 0 43,47 + 2,30 45,16 + 5,27 4551 + 1,788 ns
9149 Biomassa 0 47,15 + 3,72 44,68 + 3,18 52,75 + 2,78% *
p ns ns ns *x
Gordura (g/100g) Esporo 26,83 + 0,76% 27,50 + 0,50* 23,67 + 0,29° 25,67 + 0,58 *
919 Biomassa 26,83 + 0,76° 25,33 + 0,588 23,67 + 0,58° 24,33 + 0,298 *
p ns *k ns Kk
Extrato Seco Total Esporo 44,96 + 0,19d 46,95 + 0,27%" 48,13 + 0,40b 49,34 + 0,93 *
(g/100g) Biomassa 44,96 + 0,19¢ 46,61 + 0,18 48,89 + 0,03" 50,46 + 1,40° *
p ns *x ns ns
Cinzas (g/100g) Esporo 3,34 + 0,04° 3,49 + 0,07° 3,62 + 0,05%* 3,69 + 0,122 *
9/1o%g Biomassa 3,34 + 0,04° 3,48 + 0,04° 3,43 + 0,03 3,72 + 0,16 *
p ns ns ** ns
. Esporo 1,44 + 0,05" 1,66 + 0,062 1,61 + 0,02 1,64 + 0,072 *
Cloreto de sodio (9/100g) Biomassa 1,44 + 0,05 1,64 + 0,03 1,39 + 0,01°® 1,68 + 0,072 *
p ns ns ** ns
L Esporo 0,58 + 0,02° 0,67 + 0,032 0,65 + 0,01 0,66 + 0,032 *
Sodio (mg/100g) Biomassa 0,58 + 0,02° 0,66 + 0,012 0,56 + 0,008 0,67 + 0,032 *
p ns ns ** ns
Acidez (g/100g) Esporo 0,11 + 0,02 0,09 + 0,01 0,11 + 0,02 0,09 + 0,01 ns
971949 Biomassa 0,11 + 0,02% 0,10 + 0,02% 0,12 + 0,012 0,09 + 0,01° ook
p ns ns ns ns
H Esporo 5,39 + 0,04 5,34 + 0,10° 5,46 + 0,01° 5,62 + 0,02° *
P Biomassa 5,39 + 0,04° 5,33 +0,01° 5,50 + 0,03° 5,57 + 0,052 *
ns ns ns ns

Nota: ™ Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os dias de maturacéo (Teste de Fischer, *p <0,01; **p<0,05; ***p<0,1); *°* Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre os indculos (Teste de Fisher, p<0,05); ns :n&o apresentam diferenca significativa.
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Embora os produtores de queijo geralmente avaliem de forma empirica,
visualizando o fechamento do micélio superficial no Camembert (LECLERCQ-
PERLAT et al., 2013), o indice de brancura foi utilizado para monitorar essa
variavel.

O crescimento das hifas iniciou no quarto (4°) e quinto (5°) dias e
estabilizou (ao redor de 90 WI) no sétimo (7°) e oitavo (8°) dias de maturacéo,
para os queijos inoculados com a biomassa e esporos, respectivamente (Figura
3.2). Apos 15 dias de maturacéo o indice de brancura foi de 91 WI para os dois
queijos. Embora os valores iniciais de WI possam variar com a composi¢ao do
leite bovino e a sua qualidade microbioldgica, constata-se que o indice de

brancura pode ser utilizado para monitoramento do fechamento do micélio

superficial.
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Figura 3.2: indice de brancura determinado na superficie do queijo tipo Camembert
em funcdo do tempo de maturacéo, inoculado com a aspersdo de solugdo 2,0.10°
esporos/queijo (¢) e de biomassa microfragmentada (m) (2,0.10° esporos/queijo
contendo micélio microfragmentado) com andlise microscépica superficial do micélio:
surgimento das hifas (+), micélio recobrindo 50% (++) e 100% (+++) dos queijos. AAs:
teor de aminoécidos.

O teor de aminoé&cidos que era de 52,31 mg/L no momento da inoculagéo,
aumentou para 83,84 e 97,82 mg/L apos 15 dias de maturacdo nos queijos
inoculados com esporos e biomassa, respectivamente (Figura 3.2). Esse

aumento indica a intensidade da reacdo de proteolise (HOU et al., 2014), que
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foi maior no queijo inoculado com micélio. Nessas amostras ndo foi observado
residual de amargor quando comparado com 0s queijos inoculados com a
solugcéo de esporos (dados ndo apresentados), possivelmente devido ao teor
reduzido de peptideos (KARAMETSI et al., 2014). Os peptideos nos queijos
além de proporcionarem caracteristicas nutricionais e funcionais, participam da
formacéo do gosto. Valina-glicina sdo descritos com gosto ligeiramente doce,
isoleucina- asparagina-glutamina e alanina-treonina-glutamina, como sem
gosto e tirosina- glutamato-fenilalanina ligeiramente acido. Os que contém
prolina apresentam gosto amargo, como isoleucina-treonina-alanina-prolina e
prolina-fenilalanina-prolina devido suas propriedades hidrofébicas (ROTURIEI
et al., 1995).

Os aminoacidos presentes nos queijos resultam da hidrélise das principais
proteinas presentes nos queijos (a s1, a s2, B e K caseina) durante o periodo
de maturacdo (LEMIEUX e SIMARD, 1992). No perfil de aminoacidos (Tabela
3.2) o aspartato, serina, glutamato, histidina, arginina, prolina, cisteina, valina,
lisina, isoleucina, leucina, apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre
0s indculos de esporos e biomassa. Entretanto, entre os dias de maturacao, a
glicina nao apresentou diferenca significativa (p> 0,05), 0 mesmo ocorreu para
prolina e cisteina em queijos inoculados com esporos.

Os aminoacidos livres (Tabela 3.2) aspartato, histidina, arginina, treonina,
valina e metionina, aumentaram seus teores ap6s 15 dias de maturacdo. O
aspartato aumentou 10% para o queijo inoculado com esporo e 15% para o
queijo com biomassa. A histidina aumentou 13 e 14% para 0S queijos
inoculados com esporo e biomassa, respectivamente. A arginina aumentou 4%
para 0 queijo inoculado com esporo e 9% para o0 queijo inoculado com
biomassa. A treonina aumentou 6 e 10% para 0s queijos inoculados com
biomassa e esporo respectivamente. A valina aumentou 7% para 0 queijo
inoculado com esporo e 8% para 0 queijo inoculado com biomassa. A
metionina aumentou 17 e 18% para 0s queijos inoculados com biomassa e
esporo, respectivamente.

Com a serina, foi possivel verificar uma reducdo de 61% para o0 queijo
inoculado com biomassa e 72% para o queijo inoculado com esporo apos 15

dias de maturagéo.
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Os aminoéacidos glutamato, lisina, isoleucina e leucina, foram detectados
apenas no décimo quinto (15°) dia de maturagéo. Os teores de glutamato foram
7,94 mg/kg para os queijos inoculados com biomassa e 8,34 mg/kg para os
queijos inoculados com esporo. A lisina apresentou teores de 5,11 e 5,14
mg/kg para os queijos inoculados com esporo e biomassa, respectivamente. A
Isoleucina apresentou 12,30 mg/kg para os queijos inoculados com esporo e
15,95 mg/kg para os queijos inoculados com biomassa. A leucina apresentou
5,06 e 5,82 mg/kg para os queijos inoculados com biomassa e esporo,
respectivamente. Isso é possivel pela hidrolise da p-caseina pela acdo do
coalho, originando B Il caseina composto por arginina com leucina e arginina
com fracdes de glutamina (LEMIEUX e SIMARD, 1992).

A degradacdo dos aminoacidos durante o periodo de maturacdo, € um
ponto importante para a formacdo de compostos aromaticos, sendo o0s
principais precursores a fenilalanina, leucina, isoleucina, valina e metionina
(YVON e RIINEN, 2001).
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Tabela 3.2: Efeito do inéculo fungico no perfil de aminoacidos de queijos
tipo Camembert.

Aminoéacido . Periodo de Maturagéo (d)
In6culo p
(mg/kg)
0 15
Aspartato Esporo 5,81 +0,20
Biomassa 524+0,04 6,07 £ 0,19
p *
Serina Esporo 0,52 +£0,15 *
Biomassa 1,90+0,19 0,74 £ 0,19 *
p *
Glutamato Esporo 0.00 8,34 £ 0,05 *
Biomassa ’ 7,94 + 0,35 *
p *
Glicina Esporo 3,36 £ 0,17 ns
Biomassa  >20*002 33350710 ns
p ns
Histidina Esporo 5,31 +0,01
Biomassa  +97*003 5364017
p *
Arginina Esporo 5,21 +0,10 *
Biomassa 7 *000  5usio005 x
p *
Treonina Esporo 4,20+ 0,01 *
Biomassa  °or*003 4064003 x
p ns
Prolina Esporo 7,01 +0,42 ns
Biomassa 8156 18774186 *
p *
Cisteina Esporo 8,44 + 1,05 ns
Biomassa 1090 *139 a5 0,37 *
p *
Valina Esporo 3,05+ 0,08 *
Biomassa 22000 a8 i 003 *
p *%
Metionina Esporo 5,51+£0,23 *
Biomassa  +90*003 5494015 *
p ns
Lisina Esporo 0.00 5,11 £ 0,04 *
Biomassa ’ 5,14 + 0,00 *
p **
Isoleucina Esporo 0.00 12,30+ 1,17 *
Biomassa ! 15,95 + 1,99 *
p *
Leucina Esporo 0.00 5,82 + 1,27 *
Biomassa ! 5,06 £ 0,19 *
p *
Amonia Esporo 3,86 +1,13 ns
Biomassa 2,66 +0,42 3,46 £ 0,49 ns
p *

Nota: * na mesma linha indica diferenca significativa entre os dias de maturagdo (Teste de Fischer *p<
0,01); * na mesma coluna indica diferenga significativa entre os in6culos (Teste de Fischer *p < 0,01; *p <
0,05); ns: ndo apresentam diferenca significativa.
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O teor inicial de aménia nos queijos frescos (Tabela 3.2) foi de 2,66 mg/kg.
Nesta concentracdo a amonia ndo é perceptivel sensorialmente. Apds 15 dias
de maturacdo este valor aumentou para 3,46 e 3,86 mg/kg para oS queijos
inoculados com a biomassa e com esporos, respectivamente. Estes valores
indicam uma tendéncia de menor producdo de amonia em queijos inoculados
com a biomassa. Esta caracteristica se torna interessante para queijos tipo
Camembert que serdo produzidos em paises onde o residual de aménia néo é
desejado e muitas vezes considerado como um defeito. As duas caracteristicas
de aroma observadas pelos julgadores da ETLQueijos (dados néo
apresentados) foi o odor latico e de cogumelo fresco, principalmente, no queijo
com indculo de biomassa. O odor de amoniaco foi perceptivel a partir de 20
dias, maturados na camara de maturacdo para os queijos elaborados com
esporos, enquanto que os queijos com indculo de biomassa foi perceptivel
apos 60 dias de maturacdo, dos quais os 30 primeiros dias se mantiveram em
camara de maturagdo com umidade e temperatura controladas, e os ultimos 30
dias se mantiveram sob refrigeracdo a 7°C.

Entre os parametros de textura analisados (Tabela 3.3), apenas a
coesividade apresentou diferenca significativa (p<0,01) entre 0s queijos
maturados com in6culo de esporos e biomassa. Entretanto, entre os dias de
maturacdo, todos os parametros apresentaram diferenca significativa (p< 0,1),
exceto o parametro coesividade para as amostras com indculo de esporos.

A dureza é descrita por Gunasekaran e Ak (2003) como sendo a forca
necessaria para atingir uma dada deformacao. Durante a maturacdo do queijo
tipo Camembert, essa for¢ca vai diminuindo, tornando-o macio e levemente
liquefeito. A analise realizada no tempo 0, apresentou valor de 0,03 N,
diminuindo para — 0,02 N tanto para o0 queijo inoculado com esporo, quanto
para a biomassa. Essa mudanca foi atribuida como resultado da protedlise,
devido hidrélise da as; caseina pelo coalho, o aumento do pH pelo
desenvolvimento do micélio na superficie e a migracdo do Ca’" do interior do
gueijo para a superficie (SPINNLER e GRIPON, 2004).

A elasticidade é definida por Gunasekaran e Ak (2003), como o grau em
gue a amostra retorna a sua forma original ap6s compresséo. Esse parametro
resultou em uma diminuicdo de 4 e 6% durante a maturagcdo dos queijos

inoculados com esporo e biomassa, respectivamente. Este parametro tende a
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ser influenciado pelo teor de proteina, a qual leva a formacgéo de uma estrutura
mais densa, diferente da umidade e gordura que reduz esse parametro
(DIMITRELI e THOMAREIS, 2007).

Entre os indculos de esporos e biomassa, houve diferenca significativa (p <
0,01), para o parametro coesividade. A coesividade consiste na resisténcia das
ligacdes internas que compdem o corpo do produto (GUNASEKARAN e AK,
2003). Para os queijos inoculados com esporos, o valor de 0,82 do inicio da
maturacdo se manteve constante, enquanto que os queijos inoculados com
biomassa apresentou uma reducédo de 6% do valor inicial, havendo diferenca
significativa (p < 0,01) durante os dias de maturag&o.

Assim como o0s demais parametros analisados, a mastigabilidade e
gomosidade também diminuiram durante a maturacdo. Ambos resultam na
energia necessaria para reduzir o tamanho da amostra até o ponto de ser
engolido, o que difere é que na mastigabilidade a amostra se encontra soélida, e
a gomosidade a amostra € semi sélida (GUNASEKARAN e Ak, 2003). Entre
eles, houve uma forte correlacéo, tanto para os queijos maturados com esporos
guanto, para os queijos maturados com biomassa (para biomassa, r= 0,99;
p=0,001; e esporo, r= 0,99; p<0,001). A gomosidade iniciou a maturacado com
valor de 2,34, finalizando com -1,50 e -0,91 para as amostras maturadas com
in6culo de esporos e biomassa respectivamente. Para a mastigabilidade, o
valor inicial foi de 1,87, finalizando a maturacdo com -1,25 e -0,84 para os
queijos maturados com indculo de esporos e biomassa, respectivamente.

A resiliéncia, definida por Pollard et al. (2003) como a capacidade da
amostra deformada voltar ao seu formato original, apresentou uma reducao de
26% do seu valor inicial, tanto para queijo maturado com inéculo de esporo,

guanto para a biomassa.
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Tabela 3.3: Efeito do in6culo da cultura secundaria no perfil de textura de queijos tipo Camembert

Parametros Inoculo Periodo de Maturacéo, (d)
analiticos (10°esporos/queijo) 0 5 10 15 P

Dureza (N) Esporo 0,03+0,01° -0,03+0,01° -0,02+0,01"° -0,02+ 0,01° *
Biomassa 0,030,012 0,03+ 0,012 -0,02+0,01° -0,02+ 0,02°

p ns * ns ns

Elasticidade Esporo 0,87+ 0,012 0,83+0,01%® 0,84+ 0,03 0,83+ 0,04°
Biomassa 0,87+ 0,012 0,88+ 0,01° 0,85+ 0,02° 0,81+ 0,02° *

p ns * ns ns

Coesividade Esporo® 0,82+ 0,01 0,83+0,01 0,83+ 0,02 0,82 £0,03 ns
Biomassa® 0,82+ 0,012 0,82+ 0,017 0,82+ 0,02% 0,77+ 0,01° *

p ns ns ns *

Gomosidade Esporo 2,34+ 0,24° -2,13+ 0,27° -2,07+ 0,14 -1,50+ 0,63" *
Biomassa 2,34+ 0,242 2,15+ 0,232 -1,87+ 0,26° -0,91+ 2,64° *

p ns * ns ns

Mastigabilidade  Esporo 1,87+ 0,06° -1,76+ 0,20° -1,71+ 0,22° -1,25+ 0,67" *
Biomassa 1,87+ 0,062 1,91+ 0,212 -1,57+0,33° -0,84+1,20° *

p ns * ns ns

Resiliencia Esporo 0,49+ 0,01* 0,47+ 0,01% 0,42+ 0,01° 0,36 = 0,02°
Biomassa 0,49 + 0,012 0,47 + 0,012 0,38 + 0,03° 0,36 + 0,02°

p ns ns ns ns

Nota: **Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os dias de maturagéo (Teste de Fischer, * p< 0,01;
;***p<0,1). * na mesma coluna indica diferenca significativa entre os in6lulos de esporos e biomassa (Teste de Fischer, *p< 0,01);
ns :ndo apresentam diferenca significativa.
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3.4CONCLUSAO

A utilizacdo de micélio fresco microfragmentado como in6culo do P. candidum
ndo alterou a composicao fisico-quimica do queijo tipo Camembert, apresentando
diferenca significativa apenas para os teores de tirosina e gordura. O crescimento do
micélio com este indculo foi um dia mais rapido nas condicbes de processamento
utilizadas. No queijo este micélio ficou com o dobro da espessura do queijo
Camembert inoculado apenas com a solugdo de esporo. O teor de amino&cidos
indica que este queijo teve uma protedlise mais intensa, resultando em menor teor
de peptideos, que podem causar o gosto amargo no Camembert. Desta forma, o
in6bculo de biomassa microfragmentada do fungo se torna favoravel ao
processamento de queijo tipo Camembert. Avaliacbes sensoriais prévias de
amostras com o indculo de biomassa, indicam que o tempo de prateleira e a sua

descricédo sensorial devem ser estudados.
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4.1 CONSIDERACOES FINAIS

O acompanhamento do desenvolvimento do micélio superficial em queijos tipo
Camembert através da analise colorimétrica, obtendo como resposta o indice de
brancura, mostrou-se eficaz em determinar o momento de inicio do crescimento do
micélio e sua estabilidade.

As culturas primarias apresentaram similaridade na maioria das andlises fisico-
quimicas e instrumentais. Entre as andlises instrumentais, o perfil de textura
demonstrou pelo parametro resiliéncia que o0s queijos inoculados com a cultura
termofilica, apresentaram maior variacdo durante 15 dias de maturacdo. Outro fato a
ser ressaltado, foi o fechamento superficial dos queijos que receberam cultura
priméria termofilica, obtendo ganho de um dia comparado com 0s queijos que
receberam aplicacdes de culturas mesofilicas.

As diferentes concentracfes de salmoura utilizada durante o processo de salga,
apresentaram diferencas significativa (p< 0,1) apés 15 dias de maturacdo para 0s
teores de umidade, proteina, tirosina, extrato seco total, cinzas, cloreto de soédio,
sédio, gomosidade, mastigabilidade e risiliéncia.

O desenvolvimento de um protocolo para a obtencédo de biomassa de Penicillum
candidum se mostrou eficaz quando o micro-organismo foi submetido ao
desenvolvimento em condi¢des especificas e monitoradas. A aplicacdo da biomassa
em queijos tipo Camembert, quando comparada com aplicacdo de esporos
liofilizados comerciais, apresentaram diferenca significativa (p< 0,1) para as analises
de tirosina, gordura e coesividade. Entre os teores de aminoacidos, 0s queijos
inoculados com biomassa apresentaram um teor maior, consequentemente com
menores concentracfes de peptideos, que sdo possivelmente responsaveis pelo
amargor. O crescimento do micélio superficial em queijos maturados com esse
in6culo foi um dia mais rapido e de maior densidade e espessura. Desta forma, o
uso do indculo na forma de biomassa foi eficiente para o processamento de queijos

tipo Camembert.
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